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RESUMO

No Brasil os adogantes liquidos obtidos a partir da sacarose s3o uma alternativa viavel,
tendo em vista ser este pais um grande produtor de cana-de-agticar, matéria-prima a qual tem a
Sacarose Como seu maior componente.

Como no Brasil, a maioria das indastrias consumidoras de aglcar ndio possuem
estrutura de recebimento deste, a granel, torna-se propicio a criagdo de uma estrutura para a
recepsdo ¢ estocagem de adogantes liquidos, pois seu custo de instalagio € significativamente
menor em relacio aos sistemas de armazenagem de agucar cristal a granel.

A grande vantagem associada a utilizagio de adogantes liquidos € que o produto chega
a fabrica pronto para ser utilizado, ndo sendo necessario que a industria possua uma unidade de
dissolugdo de agucar e tratamento de calda.

Os objetivos deste trabalho involvem a otimizagio do processo de hidrolise da sacarose
por via enzimatica e avaliagfo preliminar da sua viabilidade técnica e econdmica.

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se duas enzimas produzidas
comerciaimente, a Invertina (invertase) € a Novozym 230 (inulinase).

Inicialmente foi feita a caracterizagfo das enzimas invertase ¢ inulinase no que se refere
ao pH e temperatura para determinagfo do ponto de maior atividade de cada uma. Estes
resultados foram obtidos por dois métodos de otimizagdo (linica varidvel e multiplas varidveis),
para se obter os pontos de maximo. Estudou-se também a meia vida para essas duas enzimas.

A partir das condi¢des de maxima atividade (pH e temperatura) € meia vida de cada
enzima, otimizou-se o reator de hidrélise da sacarose, levando-se em conta as limitagdes
industrias incluindo a viabilidade econdmica. Levou-se em consideragfio a temperatura de
operagdo, a concentragio inicial de sacarose ¢ a massa de enzima utilizada. Para tanto, foi
utilizado o planejamento experimental fatorial de dois niveis e o miétodo de superficie de
resposta para a analise dos dados.

Através dos resultados pode-se observar que o método de uma tinica vanavel levou ao
ponto de maxima atividade falso (pH = 4,5 e temperatura 60°C, para invertase e pH =45 ¢
temperatura 70°C, para inulinase) quando comparado com os resultados de multiplas vanaveis

(pH = 4,9 e temperatura 57°C, para invertase ¢ pH = 4,6 e temperatura 65°C, para inulinase).



vi
Nas condi¢bes de maxima atividade destas enzimas a meia vida foi de 1,79 horas para invertase
e 1,11 horas para inulinase.

Péde-se concluir pelos resultados obtidos, que o processo de produgfio de xarope
invertido utilizando reator de mistura com enzima livre, apesar de apresentar vantagens na
qualidade do produto final, mostrou-se ser inviavel economicamente, pots aumenta o custo de
insumos utilizados de U$7,56 por tonelada de produto na inversdo acida para U$32,79 quando
a enzima mais barata (invertase) € utilizada.

O custo da enzima corresponde a 6,1 % do custo final do produto, enquanto que para

a inversdo acida, este custo nio ultrapassa 1%.



ABSTRACT

In Brazil, the liquid sugar obtained from sucrose is regarded as a viable alternative since
this country is a great sugar cane producer and sucrose is the main component of this raw
matenal.

Due to the fact that most of the sugar consumer industries in Brazil do not have a
structure that holds this product in bulk, the creation of a reception and storage structure of
liquid sugar becomes propitious because its installation is significantly cheaper than the storage
systems for crystal sugar in bulk.

The major advantage of using liquid sugar is that the product is ready to be used when
it gets to the industry, so it is unecessary for the industry to have a sugar dissolution and syrup
treatment unit.

The purposes of this study are to reach the optimization of the sucrose hydrolysis by
enzyme and to make a preliminary evaluation of its technical and economical viability.

Two commercially manufactured enzymes - Invertina (invertase) and Novozym 230
(inulinase) - were used in this study.

First of all, the invertase and inulinase enzymes had their pH and temperature
characterized in order to determine the high point in each one. These results were obtained
through two optimization methods (single variable and multiple vanables), wich were used to
arrive at the high points. The half life of these two enzymes has also been studied.

From the maximum activity conditions (pH and temperature) and the half life of each
enzyme, the sucrose hydrolysis reactor was optimized, taking account of the industrial
limitations, including the economical viability. The operation temperature, the inicial sucrose
concentration and the mass of enzyme used were all taken into account. In order to do so, we
used the two-level factorial experimental design and the response surface method for the data
analysis.

Through the results obtained we can observe that the single variable method led to a
false maximum activity (pH = 4.5 and temperature of 60°C, for invertase and pH = 4.5 and
temperature 70°C, for inulinase), when compared to the results of the multiple variables (pH =
4.9 and temperature 57°C, for invertase and pH = 4.6 and temperature 65°C, for inulinase. In the



viii
maximum activity conditions of these enzymes, the half life was 1.79 hours for invertase and
1.11 hours for inulinase.

The results allow us to conclude that even though the process to produce invert syrups
by using the well mix reactor with free enzymes has shown some advantages regarding the
quality of the final product, it has also proved to be economically inviable because it increases
the raw material costs from U$7.56 per ton of product in the acid hydrolys to U$32.79 when the

cheaper enzyme (invertase) is used. The enzyme cost 1s related to 6.1% of the final cost of the
product, whereas for the acid hydrolys, the cost is less than 1%.
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1. INTRODUCAO

A partir da década de 60, o consumo de adogantes na forma liquida vem aumentando
rapidamente. Entre esses adogantes, os xaropes ricos em frutose, também chamados de HFCS
(High Fructose Corn Syrup), sdo os mais utilizados. Quando iniciou-se sua produgio, continha
42% de frutose € um poder adogante um pouco inferior ao agucar (sacarose de cana). Os
HFCS produzidos atualmente podem ser encontrados em concentragio de frutose de até 90%
em fungdo do desenvolvimento da separagdo cromatografica. Apesar disto, os mais
comercializados contém de 42 a 55% desse agucar.

Os Estados Unidos da América € o pais onde o consumo de HFCS € mais elevado,
atingindo 6.000.000 ton/ano em 1990, o que pode ser atribuido a grande quantidade de milho
disponivel neste pais. Em paises europeus, tais como Franga e Alemanha, o consumo de
adogantes liquidos ndo ultrapassa 30% do mercado total. Nestes paises, onde tradicionalmente
€ produzido o agtcar cristal a partir da beterraba, as industrias consumidoras deste produto ja
sdo equipadas com sistemas de recepgdio, armazenamento e transporte deste aglicar & granel
dificultando assim o crescimento do consumo dos adogantes liquidos (ICC
INTERNATIONAL COMMERCE CORP., 1993).

No Brasil, a maioria das inddstrias consumidoras de agicar ndo possuem estrutura de
recebimento deste, a granel, sendo ele transportado em sacos de 50 ou 1000 Kg. Este tipo de
embalagem, dificulta o manuseio pois requer méo-de-obra adicional aumentando o
desperdicio. Neste cendario, torna-se propicio a criagdo de uma estrutura por parte das
industrias consumidoras, para a recepgdo ¢ estocagem de adogantes liquidos, pois seu custo de
instalagéo ¢ significativamente menor quando comparado com sistemas de armazenagem de
agucar cristal a granel.

A grande wvantagem associada a utilizagdio de adogantes liquidos € que o produto
chega & fabrica pronto para ser utilizado, nfo sendo necessario que a induistria possua uma
unidade de dissolugio de aglicar e tratamento da calda.

No Brasil os adogantes liquidos obtidos a partir da sacarose sdo uma alternativa viavel,
tendo em vista ser este pais um grande produtor de cana-de-aguicar, matéria-prima a qual tem a

$ac4rose Como seu maior componente.

Intreducio
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E possivel ainda obter-se xaropes ricos em frutose através da hidrolise da sacarose,
pois esta € um dissacarideo formada pela ligagdo glicosidica entre o carbono 1 da glicose € 0
carbono 2 da frutose.

Entre os produtos possiveis de serem obtidos a partir da sacarose de cana-de-aglicar,
esta o xarope parcialmente invertido (33,3% sacarose, 33,3% glicose € 33,3% frutose), € os
xaropes totalmente invertidos com concentragdes entre 50 e 60% de frutose.

Os adogantes liquidos vem sendo produzidos no Brasil em pequena escala, possuindo
caracteristicas indesejaveis, tais como cor elevada e presenca de substincias formadas durante
a reagfio de hidrolise, pois estas sdo realizadas em meio 4cido e 4 altas temperaturas.

Os xaropes produzidos no Brasil restringem-se ao parcialmente invertido, o qual ¢
encontrado no mercado com o prego 70% em meédia mais alto que o agucar cristal, segundo
levantamento realizado durante os anos de 1990 a 1992 (ICC INTERNATIONAL
COMMERCE CORP., 1993). Este sobre preco € atribuido a falta de concorréncia, pois a
empresa lider do mercado domina mais de 90% do mesmo.

Os principats segmentos da induastria de alimentos potencialmente consumidoras de
adocantes liquidos sio as que consomem o agucar na forma cristalina aonde se incluem:
refrescos carbonatados, sucos de fruta , doces, bolachas e conservas,

O Brasil € um dos maiores consumidores de refrigerantes do mundo, sendo um dos
segmentos da industria de alimentos que mais consomem agucar para obtengdo do produto.
Em outros paises, tais como Estados Unidos e Japdo, as industrias produtoras de refrigerantes
utilizam o HFCS 55% em suas formulagbes. Em alguns paises da Europa o xarope
parcialmente invertido provemiente da sacarose de beterraba ja esta sendo utilizado na
producdo de refrigerantes.

Os fatos descritos anteriormente, mostram que o mercado de adogantes liguidos possui
um grande potencial e sua utilizagio traz vantagens tanto para a indistria consumidora, ja que
poderia desativar suas unidades de dissolugdo e purificag@o de calda, como para a industria
produtora, pois economizaria na embalagem do produto, na comercializagic com desconto de
IPI e na incorporagdo de agua ao produto (75% solidos solaveis), assim como ganho de massa

de agucar na reagfio de inversdo {(5%).

Introducie
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Para que o mercado consumidor possa se expandir atingindo setores que ainda ndo
participam do mesmo, € necessario melhorar a qualidade do produto e otimizar o processo
para diminuir o custo de produgéo viabilizando sua utilizag8o industrial.

Uma das principais atitudes para melhorar a qualidade do produto final ¢ eliminar a
formacédo de subprodutos durante a reagfo de hidrolise. Para tanto é necessario que se altere o
processo de reag@o utilizando reatores enzimaticos. Todavia, é necessario ainda que estes
reatores sejam otimizados a fim de baixar o custo de produgio, pois, no momento a hidrélise
acida € mais barata. Portanto, € objetivo deste trabalho, otimizar o processo de hidrolise da
sacarose por via enzimatica comparando o desempenho da invertase e inulinase em reatores
de enzima livre e avaliar de forma preliminar a viabilidade técnica e econdmica da

implantagdio do mesmo em unidades industriais.

Introducio
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Defini¢fio de Adogantes Liquidos

Por definigdo, adogante liquido é uma solugfo de carboidratos em agua. Estes adogantes
podem ser constituidos por sacarose, glicose, glicose e frutose ou sacarose, glicose e frutose
(ALEWLIN & HONIG, 1967, BAIKOW, 1967, GADIE, 1971, BRUDER & MOROZ, 1981). Os
adocantes sdo classificados como xarope de glicose, agucar liquido, xarope de agucar invertido,
HFCS (Higher-frutose comn syrup) e HFS (Higher-frutose syrup), dependendo de sua composigdo
e da matéria-prima da qual fo1 obtido.

As vantagens dos adogantes liquidos provém de varios fatores entre os quais se
encontram seu facil manejo, transporte ¢ armazenamento. As instalagdes de armazenamento €
distribuigdo do agucar liquido sfo mais simples ¢ mais baratas que as do sistema a granel, tanto
para o fabricante quanto para o consumidor (BRUDER & MOROZ, 1981).

Os fatores utilizados na classificagdo dos adogantes liguidos séo:

a. Sélidos soliveis
Este pardmetro define a concentragio de matéria seca dissolvida no xarope. Em xaropes
de alta pureza, este parametro representa uma boa aproximagio da concentrag@o de aglcares

presente no mesmo. Sua determinagio € feita pela medida do indice de refragfio a 20°C.

b. pH

Este parametro é medido diretamente pelo potencidmetro sem diluigio do xarope.

¢. Cor
O procedimento mais comum ¢é cor ICUMSA, a transmitincia de uma solugio contendo
aproximadamente 50% de solidos soluveis é medida depois da filiragdo através de uma

membrana de 0,45 micron. A cor € definida como:

ICUMSA ;_1599( ~10gT )
C

Revisiic Bibliogrifica
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onde:
b = comprimento da célula em cm
¢ = concentragdo da substancia seca em g/ml

T 420 = transmitancia a 420 nm comparada com agua

Unidades ICUMSA sfo aproximadamente equivalente a "Referéncia Base", umdade
usada pela National Soft Drink Association. Entretanto o calculo da unidade de referéncia base

(RBU) envolve a corregdo por turbidez pelo uso da transmitdncia a 720 nm ao invés da filtrada.

100
RBU =—b—c—[(m19gT a20) ~2(~logT,, )]

d. Cinzas
E toda a matéria solivel inorgdnica presente no xarope. S3o constituidas basicamente
de cations e dnions livres. Sua determinagfo pode ser efetuada utilizando-se um rafindmetro,

seguindo o método utilizado para agucar cristal.

e. Componentes Carboidratos
As distribuicdes de sacarideos destes adogantes sdo determinada por cromatografia
liquida.

f. Poder Adocante
A "dogura" de um agticar ¢ determinada a partir de andlise sensorial, dependente das
condigdes nas quais este produto sera utilizado. A concentragéo, acidez, viscosidade ¢

temperatura sio alguns dos fatores que interferem nesta determinag3o.

Revisdio Bibliografica
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2.2. Histérico do Desenvolvimento da Indistria de Adocantes

O desenvolvimento dos adogantes liquidos pode ser tragado a partir de 1811, quando
o quimico russo Kirchoff relatou em sua descoberta que o amido aumentava seu poder adogante
quando tratado com dcido. Em 1815, Saussure verificou que a reagio descrita por Kirchoff no
amido era uma hidrélise cujo produto final era glicose. Entretanto, somente em 1927 é que
iniciou-se a produgiio comercial destes adogantes (VLITOS & IMRIA, 1975, COKER &
VENKATASUBRAMANIAN, 1985).

Nos ultimos anos, a demanda de adogantes liquidos tem aumentado rapidamente, assim
como o seu raio de aplicagdes na industria de alimentos, incluindo as bebidas, dando para estes
adogantes uma importante posigio no mercado presente e futuro. Especial atengfo deve ser dada
ao crescimento da produgio do xarope rico em frutose durante os anos 70. Em 1982 a produgio
industrial deste xarope j4 atingia um volume de 8 4 bilhdes de libras/ano, que ultrapassava a US$
1.0006.000.000,00 correspondendo a 26% do mercado de agtcar dos Estados Unidos da América
(COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985).

Segundo BRUDER & MOROZ (1981), existem dois tipos basicos de xaropes obtidos
a partir da sacarose: os xaropes de sacarose, também conhecidos como agucar liquido € uma
mistura de sacarose e agUcar invertido denominados xarope de aglcar invertido. A técnica
primitiva de fabricagio implicava na dissolugo do agucar granulado para obtengdo do agticar
liquido, € a inversdo parcial desta sacarose realizada por via 4cida para obtengo dos xaropes
parcialmente mvertidos. A filtragio, evaporagio e tratamento com carvio ativado em diferentes
graus s30 as outras etapas do processo necessarias para se obter xaropes de alta qualidade. Estas
técnicas sdo utilizadas ainda hoje por muitos refinadores. A Revere Sugar Corporation
desenvolveu nos finais da década de 40 e inicio da 50, uma série de novas técnicas para a
fabricagfo do agucar liquido, incorporando no processo as colunas de resina de troca iénica na
fase de descoloragdo do xarope. Desde entéo, as refinarias da Revere, em Brooklyn e Chicago,
tem produzido xaropes de alta qualidade, parcialmente invertido e totalmente invertido, para
atender os seguimentos mais restritos das industrias (BRUDER & MOROZ, 1981).

Ja os adogantes liquidos obtidos a partir do milho, teve um grande avango com a
descoberta de sistemas de enzima pelo qual a glicose pode ser isomerizada diretamente a frutose

juntamente com a tecnologia da separagdo cromatografica ocormda nos anos 60 ¢ 70

Revisio Bibliografica



Utilizacfio de Reator de Mistura com Enzima Livre para Obtenciie de Xaropes de Aciicar Invertide 7

(MARIGNETTI &  MANTOVANIL, 1979, SMITH, 1983; COKER &
VENKATASUBRAMANIAN, 1985). A vantagem na utilizag8o das colunas de separagio € que
essas sio capazes de aumentar o teor de frutose, aglicar este que apresenta maior poder adogante
quando comparado a sacarose € glicose. Outra vantagem associada ao alto poder adogante da
frutose € apresentar cristalizagdo em maiores concentragdes quando comparado a sacarose ¢
glicose (MERMESLTEIN, 1975; BARKER & THAWAIT, 1987).

Segundo MARIGNETTI & MANTOVANI (1979), embora o potencial da conversdo da
glicose de amido hidrolisado para frutose tenha sido reconhecido ha muitos anos, e esforgos
tenham sido empregados para o desenvolvimento do processo, a produgio em escala industnal
destes edulcorante somente for possivel recentemente. Os HFCS (higher-fructose corn syrup),
no inicio da década de 40, eram definidos como sendo xaropes de mitho onde o teor de frutose
¢ maior que 10% (WARDRIP, 1971). A composicio tipica do HFCS € 42% de frutose, 50% de
glicose e 8% de outros sacarideos (em base seca) podendo apresentar de 11 a 17% de séhdos
em suspensio, possui dogura comparavel a da sacarose, sendo mais doce que a glicose, € pouco
menos que uma solugio de agucar invertido (WARDRIP, 1971 e MERMELSTEIN, 1975). Sua
composigo admite algumas variagdes como de 42-44% de frutose, de 50 a 52% de glicose € 6%
de oligossacarideos (CHING, 1983; HASHIMOTO er a/.,1983; BARKER & GANETSOS, 1985).

A necesstdade de aumentar o teor de frutose levou a tecnologia de produgao dos HFCS
de segunda gerago com teor de frutose entre 50-95% (ROBINSON, 1975; BARKER & CHING,
1980; CHING, 1983; HASHIMOTO et a/., 1983; TEAGUE & ARNOLD, 1983; SAKIYAMA et
al., 1985; MILCENT, 1989)

No inicio dos anos 70, foram oferecidos incentivos econdmicos para que 0s Xaropes tipo
HFCS se tornassem uma alternativa para o mercado de agucares obtidos de cana-de-agiicar €
beterraba, devido a grande flutuagBo ocornida em seus pregos nesta época. Somente quando a

tonelada de agtcar atingiu precos elevadissimos é que a produgio do HFCS se viabilizou.
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2.3. Tipos de Adocantes Liquidos

2.3.1. A¢ucar Liquido (Xaropes de sacarose)

2.3.1.1. Definicéo
Agucar Hquido € defimdo como sendo uma solugdo de sacarose em dgua obtido a partir

de agucar refinado granulado, dissolvido em agua pura a 67,5 Brix (BAIKOW, 1967 ¢ GADIE,
1971).

2.3.1.2. Especificagdes
A Tabela 1 mostra as especificagdes requeridas para a sacarose liquida.

Tabela 1: Agtcar liquido - Especificagdes

| Especificacbes Unidade Aciicar Liquido
Sélidos % 67 a 68
pH - 6-7
Cor ICUMSA 50
Cinzas ppm < 150
Poder Adogante - 675
HMF ppm 25
Total de Aglcar % 99.9
Sacarose %% 970
Acticar Redutor % 3.0

Fonte: BUSSIERE et al., 1993

2.3.1.3. Processo de Obtencéo

De uma forma geral, o agucar liquido ¢ obtido pela dissolu¢do do agicar granulado em
agua (JUNK & PANCOAST, 1973). Etapas subseqiientes sdo feitas no sentido de melhorar as
caracteristicas do produto final.

O processo de obtengfio deste xarope inclui:
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1. Unidade de Clarificacio

Esta unidade engloba a operagfio de dissolugdo do agucar, flotagdo e filtragdo da calda.
Esta etapa tem por finalidade eliminar materiais insoliveis e turbidez da calda de sacarose.
Dependendo da qualidade da maténa-prima utilizada, a etapa de flotagio pode ser eliminada,
baixando o consumo de insumos e vapor. A seguir é descrito o processo utilizando agucar de cor
ICUMSA 300.

A dissolugfio do agucar deve ser realizada a 80 C sob agitagfio. A calda de sacarose que
deixa o dissolvedor deve estar com o brix entre 60 ¢ 65, pH entre 7,0 e 7,3 e concentragio de
P,0; acima de 140 ppm. O pH deve ser ajustado pela adi¢do de sacarato de calcio.

Na flotagfo sdo adicionados agentes floculantes, que interagem com as impurezas,
formando compiexos. O ar injetado faz com que os complexos formados se dirijam a superficie,
de onde sfo retirados por um dispositivo raspador. A calda ¢ entio enviada para um filtro tipo
SUCHAR. Essa calda filtrada, que deve estar isenta de turbidez, € enviada para a unidade de
purificagdo (ANDRIETTA, 1992).

2. Unidade de Purificaciio

Esta umidade ¢ responsavel pela eliminagfo da cor e dos ions presente na calda, dando-
lhe caracteristica de um fluido limpido e transparente com valores de cinzas proximo de zero.
Utiliza-se um conjunto de coluna de resina anidnica em série, sendo que a primeira ¢ geralmente
uma base forte de estrutura acrilica para uma limpeza mais grosseira e a segunda uma base fraca
de estrutura estirénica para polimento (KONEN & WILSON, 1992).

3. Unidade de Polimento

Esta umdade € constituida de um filtro de carvio para remover sabor e odor € dar brilho
ao produto, um pré-filtro de seguranga e um sistema de micro filtragdo com membranas de
porosidade de 0,35 pm o qual ¢ utilizado para a estenlizagiio do produto (BUSSIERE et al.,
1993).
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4, Unidade Evaporadora

Nesta unidade, o xarope proveniente da unidade de polimento ¢ concentrado até atingir
a quantidade de massa seca desejada (67,5%) para o produto final.

E constituida de um evaporador & vacuo o qual permite a concentragio do xarope em
temperaturas inferiores a2 60 °C, mantendo assim a integridade dos componentes do produto
(ANDRIETTA, 1992).

2.3.1.4 Caracteristicas do Produto

As vantagens em se produzir agucar liquido esta no fato de que sua obtengdo € bastante
simples e ndo requer grande investimento. No entanto, devido ao valor do ponto de saturagio da
sacarose em agua na temperatura de 30°C ser de 68,18 g/100g, este produto tem de ser
comercializador com uma concentragdo maxima de 67,5 %.

A baixa concentragiio de sacarose encontrada neste produto faz com que surjam algumas
desvantagens, tais como: maior suscetibilidade a contaminago microbiana o que acarreta em
menor tempo de estocagem, menor poder edulcorante quando comparado com o agucar cristal
0 que acarreta uma elevagiio do custo de transporte, pois, transporta-se menos poder edulcorante
por kg de produto (BRUDER & MOROZ, 1981).

2.3.2. Xarope de Glicose

2.3.2.1. Definicao

Xarope de glicose € um liquido viscoso obtido pela hidrélise do amido (VLITOS &
IMRIE, 1975).

A fonte originaria de glicose nos U.S.A € o milho. O amido deste cereal ¢ hidrolisado,
dando origem a um xarope cujo uso data de 1812. Nesta época definiu-se como xarope de miltho
toda solugdo pura e concentrada de sacarideos nutritivos obtidos de amido de milho e tendo
equivalente em dextrose de 20 ou mais (o termo dextrose equivalente descreve a extensio no
qual o amido foi hidrolisado). Em 1938, ja eram comercializados xaropes produzidos por
hidrolise acida, com equivalente em dextrose de 56-58, porém apresentavam sabor amargo.

Pouco antes da Segunda Guerra Mundial, o uso de processo enzimatico aumentou o equivalente
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em dextrose para 61-65, com maior poder edulcorante € menos sabor amargo. No inicio da
década de 50, ja se utilizava glucoamilase para produzir HDCS (high-dextrose corn syrup) com
equivalente em dextrose de 95-97. Estes xaropes tem dogura apreciavel e pelo elevado teor de

carboidratos fermenteciveis era usado na produgéo de vinho ¢ pio (MERMELSTEIN, 1975).

2.3.2.2. Especificacbes

Na Tabela 2 pode se observar as especificagdes do xarope de glicose.

Tabela 2: Xarope de glicose - Especificagdes

Especificacbes Unidade Xarope de Glicose
Sélidos % 70 {min.)
Invert. % 20 DE (min.)
Cinza % 1,0

Cor ICUMSA n.c.

Fonte: MARIGNETTI & MANTOVANI, 1979

2.3.2.3. Processo de Obtencic

O xarope de glicose ¢ fabricado principalmente do amido de milho, mas algumas
industrias européias utilizam fontes alternativas tais como batata, mandioca, etc.

O xarope de glicose € produzido comercialmente por dois processo:

a) pela hidrolise dcida a dextrose equivalente desejada, ou

b) pela hidrélise acida seguida pela hidrolise enzimatica.

A conversio acida € realizada a baixa pressdo e o grau de conversdo é controlado pelas
variagdes na temperatura, tempo e pH.

No processo acido/enzima, o amido ¢ parcialmente convertido pelo 4cido dando baixa
dextrose equivalente, onde entdo € tratada com a enzima apropriada para completar a conversdo.
A enzima normalmente empregada € a w-amilase. Apos a conversiio, o xarope ¢ filtrado,
descolorizado, concentrado € em alguns casos purificados através das resinas de troca idnica.
Essas etapas sdo similares as utilizadas para a produgfo de agucar liquido.

Através destes sistemas uma enorme variedade de xaropes pode ser produzido com

diferentes viscosidade, dogura, higroscopicidade.
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2.3.2.4. Caracteristicas do Produto

Por ser composto basicamente de glicose pode ser amplamente utilizado para
fermentagdes de diversos produtos tais como antibidticos, enzimas, etc. Por ser a glicose um
acticar o qual juntamente com um aminoacido promove o escurecimento de alguns alimentos
pela reagdo de Maillard, este xarope pode ser utilizado nas industrias onde este escurecimento
¢ desejado como por exemplo na panificagio (MARIGNETTI & MANTOVANI, 1975).

O grande inconveniente deste produto ¢ o baixo ponto de saturagfo o que implica em
um xarope com baixa concentragio de solidos e portanto com um “shelf-life” menor, uma vez
que € mais suscetivel a contaminagfo. Para ser armazenados nas concentragdes requeridas na sua

especificagdo, este deve permanecer a uma temperatura de 60 °C (MERMELSTEIN, 1975).

2.3.3. Xarope de Frutose

E considerado xarope de frutose, todo o adogante liquido que contenha em sua
composigdo a frutose em concentragdes significativas. Estes xaropes podem ser produzidos a
partir de sacarose, amido ou inulina. Atualmente os que possuem interesse industrial sdo aqueles
obtidos a partir da sacarose de beterraba ou de cana-de-agucar, chamados de xaropes de agucar
invertido € os obtidos do amido de mitho denominados de HFCS.

A produgfo de xarope de frutose foi possivel pelo significante desenvolvimento na
indistria de isomerizagfo e nas tecnologias de separagdo cromatografica nos anos 60. Uma outra
contribuigdo foi o mcentivo econémico oriundo da grande flutuacdo nos pregos do agtcar de
cana ¢ beterraba ocorrida nos anos 70 e a necessidade de desenvolver uma alternativa de
adogante, que pudesse concorrer em nivel de 1gualdade com os xaropes de agicar invertido,
usando como matérnia-prima o amido de milho, o qual esta disponivel em abundancia (WHITE,
1982; BLANCHARD & GEIGER, 1984, COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985).

Genericamente os xaropes ricos em frutose obtidos a partir da hidrélise do amido
(milho, arroz, batata, tapioca etc.) s3o chamados de high fructose syrup (HFS)

O primeiro material bruto usado em escala mundial para a produgdo de xarope de
frutose a partir do amido foi o milho. O xarope de frutose derivado desta fonte ¢ chamado de
high fructose comn syrup (HFCS) (WHITE, 1982).

Revisdo Bibliogrifica



Utilizacfio_de Reator de Mistura com Enzima Livre para Obtenciio de Xaropes de Aciicar Invertido 13

O pnmetro HFS produzido pela Clinton Corn Processing Company em 1967 continha
15% de frutose. Este produto fo1 isomerizado em batelada com enzima solivel. Nos anos
seguintes, 0s reatores de glicose-isomerase imobilizadas foram utilizados e a concentragio de
frutose alcangou 42%. O HFCS-42 entio tornou-se o primeiro xarope de frutose de significado
comercial. O aumento do poder adogante dos xaropes obtidos a partir do mitho foi possivel
utilizando-se separagdo cromatografica para enriquecer estes xaropes em frutose, obtendo-se os

HFCS de segunda geragdo com concentragdes de até 95% de frutose (WHITE, 1982).

2.3.3.1. Xaropes de Frutose Obtidos a partir do Amide (HFCS)

2.3.3.1.1. Definicéo

Estes xaropes, também denominados de HFCS sdo definidos como sendo xaropes
obtidos a partir do amido de mitho através da isomerizagdio da glicose para a frutose até uma
concentragdo de 42%.Todavia, xaropes de maior concentragio de frutose, denominados de HFCS
de segunda geragdo mantiveram a mesma nomenclatura, formando portanto uma familia de
xaropes diferenciando somente pela concentragéo de frutose.

O desenvolvimento de técnicas de separago por colunas cromatograficas permitiu que
estes xaropes pudessem ser oferecido em diferentes concentragdes de frutose, sendo os
comercialmente padronizados contendo concentragdes de 42%, 55% e 90% em frutose (WHITE,
1982; BLANCHARD & GEIGER, 1984; COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985; LONG,
1986).
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2.3.3.1.2. Especificagdes
A Tabela 3 mostra as especificagdes do HFCS
Tabela 3: HFCS - Especificagdes

Especificagbes Unidades HF(CS-42 HFCS-42 HFCS-55 HFCS-9%9
__alta densidade
Selidos % 710 80,0 77,0 80,0
pH 3,0-40 3,0-40 3,0-40 3,0-40
Cor ICUMSA 5 5 5 5
Cinzas % 0,3 0,03 0,03 0,03
Poder adogante 90 - 100 90-100 100 - 110 120 - 160
{Sacarose=100)
Frutose % 42 42 55 90
Dextrose % 52 52 41 8
L__Outros acucares % 6 6 4 2

Fonte: BLANCHARD & GEIGER, 1984.

2.3.3.1.3. Processo de Obtencio

O primeiro processo de xarope de milho utilizou dcidos minerais para a hidrolise do
amido. Xaropes com uma alta glicose equivalente (DE) eram dificeis de serem produzidos por
este método sem que ocorresse a degradagdo de sacarideos e introdugéo de cor e flavor ao
produto (WHITE, 1982).

Uma patente publicada em 1940 por Dale e Langlois utilizando hidrolise acida-
enzimatica permitiu obter uma mator conversio do amido quando comparado com as obtidas
pela hidrolise acida. Pela primeira vez, concentragdes de glicose de 94% e com mais de 30% de
massa seca foi atingido, resultando em xaropes doces. As reag¢des que produziam cor, flavor e
degradagdo dos produtos foram substancialmente reduzidas, resultando em xaropes de alta
pureza (WHITE, 1982).

A Clinton Corn Processing Company adquiriu uma patente de Takasaki e colaboradores
(TAKASAKI, 1971) oferecendo o primeiro xarope de frutose nos USA em 1967 O
desenvolvimento de seu processo, incorporou a fabricagio de enzima imobilizada e o seu uso em
leito fixo. Desconsiderando o uso de enzima de isomerizagio para obtenciio de frutose o
processo era convencional, empregando métodos padrbes de liquefagiio, sacarificacgfio,

tratamento com carvdo ativado, desmineralizagdo, etc. O produto obtido possuia 42% de frutose
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(SCINNYDER & LOGAN, 1974).

As companhias fabricantes de enzima em fung3o da evolugio na produgfo dos xaropes
isomerizados comegaram a trabalhar na glicose isomerase no final dos anos 60 ¢ a enzima
comercial desenvolvida pela NOVO Industri foi langada em 1973

Embora a utilizagdo de enzimas seja simples, cuidados na condugdo do processo devem
ser tomados uma vez que essas precisam de condigdes otimas de pH, temperatura, etc, para que
sejam eficientes (BLANCHARD & GEIGER, 1984).

A palavra enzima foi criada em 1878 por Kuhne, de um termo grego que significa "no
fermento”. Anteriormente, as enzimas foram designadas como "fermentos” por causa de sua agio
semelhante & fermentagdo das leveduras. Uma grande controvérsia sobre este assunto ocorreu
entre Pasteur e o grande quimico alemo Liebig. Este dizia que as fermentagGes eram causadas
por substdncias quimicas ndo-assoctadas com células vivas, mas Pauster sustentava que o
processo fermentativo era inseparavel da vida. A controvérsia Pauster-Liebig foi resolvida em
1897 por Bichner, o qual demonstrou que um extrato livre de células, preparado a partir de
leveduras por filtragfio, continha enzimas ativas (DIXON, 1979, PELCZAR ef al., 1980).

Enzimas s3o catalisadores biologicos de natureza protéica, que participam em reagdes
quimicas que ocorrem nas c¢lulas vivas. Atuam acelerando uma reagfio termodinamicamente
possivel, sem alterar a constante de equilibrio e a energia livre da reagdo. Uma das diferengas
basicas entre enzimas e catalisadores quimicos sintéticos ¢ a capacidade daquelas em catalisar
reacdes sob condigdes suaves, em solugdes aquosas, a temperatura e pressao normais, reduzindo
a possibilidade de alteragio de compostos sensiveis ao calor, bem como reduzindo as
necessidades energéticas e os efeitos de corrosdo do processo (DIXON, 1979; RIBEIRO, 1983;
SCRIBAN, 1984).

A produgiio de HFCS requer o uso de trés enzimas: alfa-amilase, glucoamilase e glicose
1somerase (BLANCHARD & GEIGER, 1984).

A primeira enzima usada na hidrolise do amido ¢ alfa amilase. Esta enzima ¢ usada para
controlar a viscosidade € para prover um substrato adequado para subseqiientes reagdes (LANDI
& MANTOVANI, 1975).

O segundo passo na hidrolise do amido para glicose ¢ a sacarificagio das dextrinas,

produzidas pela acio da alfa amilase. A glicoamilase catalisa a hidrolise do amido ou das
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dextrinas para D-glicose (MARIGNETTI & MANTOVANI, 1975).

A terceira enzima utilizada ¢ a glicose isomerase, corretamente conhecida como D-
xilose ketol isomerase a qual catalisa a isomerizagio de glicose para frutose. A importincia
industrial desta enzima comegou com a descoberta de Marshall e Kooi (JOHNSON, 1969), que
a glicose isomerase catalisaria a converséo da glicose para frutose. O processo foi patenteado por
Marshall em 1960 (MOLINA, 1962).

As fases para obten¢do de xaropes ricos em frutose incluem:

a) Liquefacdo e Sacarificacio do Amido

Na fabricagdo de xarope de frutose € essencial obter um nivel de glicose (>94% de
glicose) durante a sacarificagdo. A liquefagio pode ser feita com enzima, a qual permite um nivel
de glicose de 3-5% maior que a realizada com acido. Uma outra vantagem associada ao uso de
enzima ¢ a introdug@o de menos impureza no produto obtido (WHITE, 1982; BLANCHARD &
GEIGER, 1984).

b) Filtracio

O amido contém cerca de 1% de proteina e material gorduroso como impureza insoliivel
no final da sacarificag@o que deve ser removido antes dos proximos passos de purificagdo. Os
solidos solaveis neste ponto consistem basicamente de glicose. A viscosidade do xarope € baixa,
mas a viscosidade das impurezas dificultam a filtragio (WHITE, 1982; BLANCHARD &
GEIGER, 1984; COKER E VENKATASUBRAMANIAN, 1985; LONG, 1986).

Nesta etapa, utiliza-se normalmente filtros rotativos a vacuo, no qual a superficie
filtrante ¢ formada por uma pré-capa de auxiliar de filtragio continuamente removida (WHITE,
1982; BLANCHARD & GEIGER, 1984).

¢) Evaporacio
Apés a filtragio o xarope € evaporado a uma concentrago intermediaria e purificado

em filtros de carvio ativado e colunas de troca i0nica.
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d) Tratamento com Filtros de Carvio Ativado e Colunas de Troca 1onica

O tratamento com filtrc de carvio ativado e colunas de troca ibnica remove
contaminantes orgdnicos ¢ inorgénicos. Nesta etapa ¢ feita a eliminagio de precursores de cor
e produtos da degradagio do agucar como o hidroxi-metil-furfural (HMF) (WHITE, 1982;
BLANCHARD & GEIGER, 1984).

E importante que esta etapa seja realizada anteriormente 4 isomerizagio para remogio

de célcio e outras substéncias inibidoras da enzima responsavel por esta etapa.

¢) Isomerizacio

A rota bioquimica de transformagio da glicose para frutose € bem caracterizada,
utilizando uma série de reagBes catalisada enzimaticamente e intermediarios fosforizados.
Entretanto, aplicagéo desta rota complexa para um processo industrial requer a utilizagdo de
grande quantidades de diversas enzimas. Esses requerimentos foram impedimentos significativos
para o desenvolvimento de processos utilizando esta técnica (WHITE, 1982).

Em 1952 foi descrita uma enzima que catalisava a isomerizagdo de aldoseketose
diretamente sem necessitar de fosfato intermedidrio. Qutras isomerases hexose foram
subsequentemente identificadas e caracterizadas. Ao contrario do razoavel custo da a-amilase
e a glucoamilase usadas pelas refinarias para fazer xaropes de milho, as isomerases soluvelis,
inicialmente foram proibitivamente caras. TAKASAKI er al. (1969), finalmente combinou um
método de imobilizagio da isomerase com um microrganismo e um sistema de fermentagéo
eficiente para produgfio desta enzima. Estes avangos permitiram o aparecimento de HFCS como
um produto comercialmente vidvel (MACALLISTER, 1980).

A isomerizagdo da glicose para frutose € uma reagdo termodinamicamente controlada.
A quantidade de frutose que pode ser produzida industrialmente € restrita por uma constante de
equilibrio. Comegando com a concentragio de glicose de 94% a quantidade de frutose
teoricamente presente no equilibrio pode ser de 47%. Entretanto, devido a quantidade de enzima
¢ o tempo requerido para alcangar o equilibrio em reatores comerciais, a concentragio de frutose
esta abaixo dos niveis tedricos (LLOYD & KHALEELUDDIN, 1976; COKER &
VENKATASUBRAMANIAN, 1985).
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f) Enriquecimento da Fratose

O desenvolvimento de técnicas de enriquecimento de frutose se fizeram necessario
devido a limitag8o inerente do equilibrio da isomerizagio descrito antertormente. Estas técnicas
permitem a produgiio de xarope com mais de 95% de frutose, e as etapas de obtengio deste

produto sdo:

Separagdio Cromatografica

A técnica envolve o uso de colunas de adsorventes que tem afinidade para frutose. Uma
por¢do do xarope isomerizado, contendo cerca de 42% de frutose, passa através de um
adsorvente, seguido por uma porgdo de agna. Como a glicose néo € retida pelo adsorvente, ela
el primeiro da coluna, seguido pela frutose. Desta forma, obtém-se xaropes com até 95% de
frutose (WHITE, 1982, COKER E VENKATASUBRAMANIAN, 1985).

Mistura
Apds a separagiio cromatografica, o xarope contendo 90% de frutose € misturado ao de

42% para obter produtos com as razdes desejadas de frutose/glicose (WHITE, 1982; COKER E
VENKATASUBRAMANIAN, 1985),

g) Evaporacéo Final

O xarope depois de pronto € entdo concentrado até as proporgdes de solidos solliveis
desejados por meio de evaporadores a vacuo.

A Figura 1 ilustra um processo que envolve a produgdo de HFS (WHITE, 1982;
BLANCHARD E GEIGER, 1984; COKER E VENKATASUBRAMANIAN, 1985; LONG, 1986).
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2.3.3.1.4. Caracteristicas do Produto

As caracteristicas dos HFCS variam um pouco de acordo com o seu processo de
obteng¢do. De uma maneira geral, o HFCS ¢ um liquido limpido, livre de turvagéo tendo baixo
teor de cinzas, se for tratado com resina trocadora de fons, nfo deixa residuo ou precipitado
quando adicionado em bebidas (WARDRIP, 1971 E MERMELSTEIN, 1975).

Os HFCS assim como todos os adogantes liquidos ndo podem ser usados para adogar
alimentos que requeiram o uso de adogantes seco e sélido. Por outro lado, pode ser usado
praticamente em qualquer produto imido tendo influéncia sobre a textura e outras propriedades
fisicas do produto, ou servindo simplesmente como substituinte da sacarose, aumentando a
dogura do produto e reduzindo seu poder calorico (WARDRIP, 1971; MERMELSTEIN, 1975).

Apresenta-se em uma faixa de concentrag@o que varia de 71% a 76% de solidos
soluveis, apresentando maior pressdo osmotica quando comparado com o agticar liquido (xarope
de sacarose) o que prejudica o crescimento de microrganismos (WARDRIP, 1971; ROBINSON,
1975).

3

amido ™ liquefagdo sacarificagdor» filiragdo

fratamento 1, ! Prmewra | {1° trat. de
quinmco evaporagdo froca lonica carbono
L]
. . 22 trat. de d
. — --ol SELTIGE x
1somenzagio carbono troea annica ||| E¥@POragEo

! fracionamernto

1
| 90 HFCS " mstura |

evaporagio

55 HFCS
Figura 1. Fluxograma de obtengdo do HFCS, trat. de carbono —»carvio ativado
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2.3.3.2. Acticar Invertido

2.3.3.2.1. Definicéo
Xarope de agucar invertido € obtido atraves da reagdo de hidrolise total ou parcial da
sacarose proveniente da cana-de-aglicar ou da beterraba. Essa reagiio de hidrolise da molécula
de sacarose recebe o nome de inversio, devido a mudanga no sentido de rotagfo no plano da luz
polarizada, ao atravessar uma solugfio do agucar hidrolisado.
Estes produtos sdo formados por glicose, frutose e sacarose, em diferentes
concentragdes. Segundo JUNK & PANCOAST (1973), os xaropes de agticar invertido mais

comumente encontrados no mercado sfo os de 50% de inversdo e o totalmente invertido.

2.3.3.2.2. Especificagoes

A Tabela 4 mostra as especificagdes de mercado para cada tipo de xarope de agucar

mvertido.
Tabela 4. Xaropes de acticar invertido - Especificagdes
Especificagdes Unidades 50% 66% Totalmente
invertido invertido invertido
Solidos % 75-77 73,0 73,0
pH 45 45 45
Cor ICUMSA <50 < 50 <50 |
Cinzas ppm <150 <150 <150
HMF ppm 25 25 25 |
Frutose % 25 33 475 |
Glicose % 25 33 475 |
Sacarose % 50 34 <5 H

Fonte: BUSSIERE ef g/, 1993
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2.3.3.2.3. Processo de Obtencio

Em paises onde a sacarose ¢ abundante pode-se produzir o xarope rico em frutose a
partir da mesma. A sacarose ¢ um dissacarideo formado pela ligagdo glicosidica entre o carbono
1 da glicose € o carbono 2 da frutose, sendo portanto um aglicar ndo redutor, mas sua hidrolise

leva a formag@o de uma mistura equimolar de agucares redutores, glicose e frutose, como
descrito na reagdo abaixo (RIBEIRO, 1983).

Sacarose + H,O =>» D (+) Glicose + D{(-) Frutose

As fases envolvidas na produgdo de xaropes invertidos incluem etapas de: Clarificag&o;
Purnificagio; Inversdo;, Polimento final e Evaporagfo. Apenas a fase de inversdo serd descrita uma

Vez que as outras etapas ja foram descritas para produgfo de outros tipos de adogantes liquidos.

Inversdo

Segundo BUSSIERE ef al. (1993), a hidrdlise da sacarose como citada anteriormente
pode ser realizada de duas formas:;

- catalise acida, quer pela adigfo direta de 4cido ou com resinas de troca idnica na forma
H: ou

- catalise enzimatica, usando enzimas livres ou imobilizadas.

Catilise Acida

A sacarose quando submetida a altas temperaturas € baixo pH, hidrolisa-se dando como
produto glicose e frutose. Esta reagdo ndo € especifica, podendo gerar outros produtos que
afetam a qualidade final do xarope, tais como, dréxi-metil-furfural (HMF) que € uma impureza
que contribui para o desenvolvimento da cor na estocagem (BLANCHARD & GEIGER, 1984).

A catalise acida pode ser realizada de duas formas:

A) Inversao homogénea
Esta hidrolise € realizada em reatores de ago carbono revestido com ebonita, com

agitagdo mecanica e sistema de aquecimento.
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Segundo PERCIVAL & SCHULER (1980), o xarope invertido produzido no Brasil
atinge um grau de inversdo de 99% com tempo de residéncia de 4 horas, em pH de 1,8 ¢
temperaturas de 70°C.

Dados recentes retirados de unidade piloto descrevem que para caldas contendo 58%
de massa seca pode-se atingir 93,26% de inversdo apos 4h30, em temperaturas de 85 °C ¢
concentragdo de acido cloridrico a 100% de 0,00875% (ANDRIETTA, 1992).

Apos o término da inversdo, o pH do xarope invertido deve ser ajustado para uma faixa
de 4,5 a 5,0. Esta operagdo envolve a adigio de hidroxido de sodio, aumentando o teor de cinzas
no produto final.

Para controle dos niveis de cinza e remogdo de cor pode ser usado uma resina de base
fraca (Amberlita IRA-93 ou Duolita A-3928) para neutralizar o acido usado na inversdo.
PERCIVAL & SCHULER (1980), realizaram experimentos em diferentes arranjos e obtiveram

os seguintes resultados:

Condicio A
Xarope no Brasil invertido com HCI, pH 1,8 e temperatura =70°C por 4 horas (99%
de inversdo)

1. Xarope invertido ¢ neutralizado com NaOH

pH final = 5,1

Brix = 593
Cor = 189 mau
Condutividade cinzas = 2579 ppm
HMF =344 ppm

2. Xarope invertido neutralizado na coluna de troca i6nica Duolite a 4 bv/hr e 40°C

pH final = 81
Brix = 597
Cor = 30 mau
Condutividade cinzas = 509 ppm
HMF = 46 ppm
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Condicéio B
Xarope invertido no Brasil com HCl a pH=1,8 ¢ temperatura = 40°C por 10 horas
(55% inversdo)

1. Xarope invertido e neutralizado com NaOH

pH final = 53
Brix = 584
Cor = 121 mau
Cinzas condutimétrica = 2046 ppm
HMF= = 19 ppm

2. Xarope invertido e neutralizado com Duolite A-392S por 4bvihr e 40 °C

pH final =89

Brix = 58,4
Cor = 9 mau
Cinzas condutimétrica = 552 ppm
HMF = 9 ppm

Esses dados demonstraram que quando a inversio ¢ efetuada a baixa temperatura e com
a neutralizagfo através de resina de troca 106nica, a qualidade do xarope produzido melhora
sensivelmente como pode ser observado pela cinzas, cor ¢ concentragio de hidroxi-metil-
furufural (HMF). Os valores altos de pH para o sistema de troca idnica sdo devidos as cinzas no
xarope original, reagindo com um pequeno nimero de sitios de base forte presente na resina de
base fraca durante o estagio inicial da operacio do ciclo (PERCIVAL & SCHULER, 1980).

B) Inversio heterogénea por troca idnica

E comum o uso de resina de troca de cations para inverter a sacarose. Se 0 xarope nio
for completamente livre de cinzas, os eletrolitos presentes no xarope gerarfio acidos solaveis pela
reacfio da resina de troca de cations (na forma acida) com a cinza presente no xarope

(PERCIVAL & SCHULER, 1980).
R-SO;H* + NaCl - R-SO;Na* + HCl
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O acido mineral livre liberado servird como excelente catalisador para a inversao
homogénea da sacarose. A quantidade ou concentragdo de acido gerado dependera do nivel de
cinzas no agtcar. A inverso da sacarose pode ser catalisada pela propria resina catidnica sem
aumentar o teor de cinzas do xarope.

A coluna de troca de cation € regenerada com 4cido sulfunico ou acido cloridrico depois
de sua exaustdo. Muitos sistemas de inversdo utilizam uma resina de troca de dnion de base fraca
(ex: Amberlite IRA-93 ou Duolita A-392S) operando em série com uma resina catidnica. Os
grandes poros da resina de troca de 4nions ndo somente neutralizam o acido e abaixam o nivel
de cinzas, mas também removem uma quantidade significativa de acidos orgénicos e corpos
coloridos (PERCIVAL & SCHULER, 1980). Testes visando obter um xarope invertido com pH
ja corrigido, evitando assim a necessidade de se adicionar hidroxido de sédio, diminuindo
portanto o teor de cinzas do produto final foram feitos usando um sistema de inversdo com um
conjunto de trés colunas de resinas sendo que a primeira coluna continha a resina catidnica IR-
120, a segunda a IR-118 e a terceira uma resina anidnica Duolita A-3928S.

Os resultados para este sistema com diferentes taxas de aplicagdes e temperaturas

podem ser observados a seguir:

A. Xarope de sacarose clanficado (58,0 Brix; pH=7.9; cor=144 mau; cinzas=719 ppm

¢ HMF=15 ppm
Fluxo Temp. Brix pH Cor Cinza HMF Inversdo
(BV/h) (°C) (%) (mau) (ppm) {ppm) (%)
12 40 60,1 | 42 1 6 53 87 |
1,2 50 597 4.6 21 10 110 96

As condi¢des de hidrélise sio muito mais brandas (temperaturas entre 40 € 50 C), ¢
uma menor quantidade de produtos secundéarios e menor formagéo de cor sdo observados, como

pode sér verificado acima.
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Catalise Enzimatica

Ao contrario dos catalisadores sintéticos comum, as enzimas apresentam uma elevada
especificidade em relagdo ao substrato e sua utilizagdio reduz a obtenglio de subprodutos
indesejaveis na reagfio, diminuindo dessa forma os custos de separagio dos produtos, bem como
os problemas de tratamento de efluentes (SEGEL, 1975).

Segundo CONTIERO (1992), o uso das enzimas pode ser visto como beneficio sob
VArios aspectos:

- as condigbes suaves quando se trabalha com enzimas, tais como temperatura, pH, etc.

- especificidade da enzima em relago ao substrato utilizado.

- 0 processo onde se usa enzima, requer um baixo custo do tratamento do efluente, pois
enzima sdo proteinas ¢ portanto biodegradaveis, e sio usadas em doses muito baixas, geralmente
na faixa de 0,1 a 1% do peso do substrato.

Na produg@o de xaropes invertidos a enzima normalmente utilizada para a inversdo é
a invertase. Uma outra enzima pode executar esta mesma tarefa, pois atua nas ligages
glicosidicas entre o carbono 1 da glicose e o carbono 2 da frutose que formam a sacarose, esta
enzima ¢ a inulinase (CONTIERO, 1995).

A invertase ataca a sacarose liberando glicose e frutose. Esta ¢ uma das enzimas
conhecidas ha mais tempo, sendo produzida, por véarias plantas e microrganismos (REED, 1975,
KAWASHIMA & UMEDA, 1976; REED & DUNN’s, 1983).

Segundo DRAETTA (1971-71), essa enzima foi descoberta em 1833 por Persoz, em
leveduras e isolada em 1860 por Berthelot, por precipitagio com alcool e, € uma das enzimas que
mais tem sido estudada.

A maioria da invertase produzida por levedura estd localizada na parede celular,
havendo também uma forma intracelular. A invertase extracelular € uma glicoproteina, contendo
50% de carboidrato, principalmente fosfomanana, apresentando um peso molecular de 135.000
(WISEMAN & WOODWARD, 1975).

A hmitagfo no uso da mvertase na produgio de xarope de agticar invertido esta no prego
da enzima ¢ na falta de condi¢fio de instalar de imediato nas unidades industriais de reatores

enzimaticos mais econdmicos, tais como os de enzima imobilizada de leito fixo.
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A inulinase comercial € normalmente uma mistura de endo ¢ exo-inulinase (CARNITI
et al., 1991). O comportamento desta enzima aparentemente € similar ao da invertase, sendo que
seus efeitos possam ser mais ou menos pronunciados em determinadas condigdes.

A Figura 2 mostra o fluxograma de obteng&o de xarope de agticar invertido.

e A

disseluglo I flotagio [ filtragho » TCSIP3 L, TESWN3 1
acnlica estirenica
L ) y _CA )
tratamento e
rleaiur de L~ cawaa_*mmagﬁn do| | este{lhzm - evaporagiol—
inversao ativo carvao cao
y—AB B -
ajuste do 55% de invertase
pH 76 brix

Figura 2. Processo de obtengdo de xarope de agtcar invertido

onde: A - Acido cloridrico
AD - Agua deionizada a 90°C
AF - Acido fosférico diluido
B - Hidroxido de s6dio
CA - Carvio ativado em po
CL - Auxiliar de filtrag8o (celite, terra diatomacia)

LC - Leite de cal diluido
S - Sacarose cristal de cor ICUMSA menor gue 300 ¢ temperatura de 20°C

SP - Solugdo de polimeros (talofloc e taloflot)
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2.3.3.2.4. Caracteristica do Produto

A solubilidade da glicose ¢ menor que a da sacarose e frutose, por esta razo a
solubilidade do agicar invertido depende da solubilidade da D-glicose na solucdo de D-
frutose. A solubilidade maxima a 30 °C € 69,7% de agucar invertido na auséncia de sacarose
(a solubilidade da sacarose ¢ de 68,11%) no qual a solugfo é saturada com D-glicose.

Apesar da solubilidade do agucar invertido e da sacarose reduzirem quando
encontrados em uma mesma soluglo, € possivel se obter solugdes mais concentradas nessas
condigdes quando comparado ao agucar liquido (sacarose liquida) ou xarope de agiicar
invertido sem sacarose. Desta forma o xarope de agticar invertido de maxima solubilidade a
30°C ¢ aquele que apresenta um grau de inversdo de 55%, contendo 33,57% de sacarose e
45,44% de agucar invertido para um total de agucar de 79,01%. Esta solugfio é saturada com
sacarose ¢ glicose.

Em fungio das informagdes citadas o produto de maior interesse para o mercado €
aquele cujo nivel de inversdo atinja valores proximos a 55%, pois nesta faixa a solubilidade
dos agucares € maxima e portanto pode-se trabalhar com concentragdes em torno de 76,5% de
solidos soluveis, diminuindo a suscetibilidade do produto a contaminag@o microbiana. Além
disso, ¢ possivel estocar maior quantidade de produto em um tanque de mesmo volume
quando comparado com o agicar liquido (xarope de sacarose). Outra vantagem ainda, € a
gconomia no transporte, onde pode-se transportar maiores quantidades de poder adogante em

um mesmo volume.

2.4, Usos e Aplicagdes dos HFCS e Agtlicares Invertido

Os xaropes tipo HFCS e os de agucares invertidos apresentam basicamente as
mesmas propriedades, desta forma suas aplicagdes sdo bastante similares, podendo um
substituir o outro na matoria dos segmentos onde este tipo de adogante € utilizado. Desta
forma a utilizagdo do agucar liquido ¢ uma questdo de desenvolvimento de mercado.

As propriedades como alto poder edulcorante, alta solubilidade da D-frutose e da
baixa cristalizagdo da sacarose em mistura, contribuem para aumentar o valor destes xaropes

para sua utilizagio na obtengfo de varios produtos alimenticios. Devido a alta pureza quimica
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destes produtos (€ isento de tragos de ferro, cobre e calcio) evita a precipitagio e formago
indesejavel de cor nos produtos onde esses sfo adicionados (CHANDRASEKARAN & KING,
1971).

Esses xaropes sfo utilizados pelos fabricantes de compotas e geléias, condimentos e
molhos liquidos ou pastosos (Ketchup, “dressing salad” etc.) pelas indastrias de conservas
(picles), de doces ( sorvetes, recheios, caldas de chocolate etc.) (WARDRIP, 1971,
MERMELSTEIN, 1975; ROBINSON, 1975; MILCENT, 1989).

Esses xaropes sdio usados para restringir a tendéncia do confeito a secar e cristalizar
na estocagem.

Podem ser usados em produtos de baixo pH (acidos) evitando o que ocorreria com a
sacarose: uma futura inversdo, que alteraria o produto, durante 0 processamento ou em sua
armazenagem (MERMELSTEIN, 1975).

Em produtos lacteos e sobremesas congeladas proporcionam textura lisa, aumento do
"corpo”. Permitem o processamento a uma temperatura mais baixa, sem gue ocorra uma
cristalizagfo dos recheios fluidos (efeito crioscopico) (MERMELSTEIN, 1975).

Os monossacarideos os quais compdem esses xaropes difundem-se melhor entre as
células das frutas e dos vegetais do que as moléculas de polissacarideos, melhorando a
produgéo de conservas doces (WARDRIP, 1971; MERMELSTEIN, 1975; SUR] ef al., 1984).
Além disso os monossacarideos tem menor poder "mascarador” do sabor das frutas,
diminuwindo o gasto com aditivos. Em geléias, doces e conservas produzem estabilidade
quanto a cristalizag8o ou alteragdo da composigio, aumentando o “shelf life” destes produtos
(ROBINSON, 1975).

Uma especial ateng@o deve ser dada ao grande consumidor dos xaropes que sfo as
industrias de refrigerante (“soft drinks™) que os utiliza tanto em seus xaropes como no produto
final. E interessante lembrar que o Brasil ¢ o 3° consumidor mundial de refrigerante
(WARDRIP, 1971; MERMELSTEIN, 1975; MILCENT, 1989).

Em 1983, a Pepsi Co Inc. substitui 50% da sacarose de sua produtos por HFCS
(contendo 55% de frutose). Em Novembro de 1984, o0 HFCS passou a ser o tnico adogante nos
refrigerantes Coca-Cola € Pepsi-Cola nos EUA. Pode ser usado como adogante {inico ou co-
adogante, bebidas de baixo teor de sélidos, de 50 a 100% (ROBINSON, 1975). A vantagem
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do uso desses xaropes estd na maior higroscopicidade, menor cristalizagfo, auxilia na
formacgdo do "corpo” da bebida. Pela auséncia de tragos de adsorventes e agentes floculantes,
ajuda a manutengdo de gas carbdnico nestes produtos (MILCENT, 1989).

Nos produtos de panificagdo fermentados, estes xaropes aumentam a velocidade do
crescimento da massa, por serem os monossacaridios facilmente assimilaveis pelo “fermento”.
Participam ainda da reagfio de Maillard para formagfo de cor tipica destes produtos
(MERMELSTEIN, 1975 ¢ MILCENT, 1989).

Os xaropes sdo excelentes como humectante € por isso evitam © ressecamento
precoce dos produtos farinaceos, aumentando desta forma o “shelf [ife” deste tipo de produto
(MILCENT, 1989). Apesar do vasto mercado consumidor deste tipo de xarope, os fabricantes
de doces duros nfo fazem uso destes uma vez que séo altamente higroscopio causando assim,
o amolecimento do mesmo além de toma-los pegajosos. Uma outra restrigio do uso € quando
o escurecimento do produto ndo € desejado, uma vez que os aglcares redutores presentes nos
xaropes reagem com as proteinas e causam esse escurecimento (reagdo de Maillard)
(MERMELSTEIN, 1975).

2.5. Planejamento Fatorial e Otimizacio

O plancjamento fatorial ¢ uma ferramenta a qual visa facilitar o estudo de um
sistema, minimizando a quantidade de experimentos necessarios para obtengido de
informag0es sobre o comportamento do mesmo. Segundo BOX & DRAPPER (1987), o
planejamento experimental fatorial facilita a elaboragdc de modelos interagindo os dados,
fazendo comparagdes, buscando similaridades, diferengas e tendéncias.

Para aplicar esta metodologia, foi necessdrio, primeiramente programar os
experimentos. O tipo de planejamento experimental escolhido, foi o planejamento fatorial de
dois niveis (BOX er al., 1978). Este planejamento consiste na selegdo de dois niveis para cada
varidvel de entrada (varidvel independente), e na execugio de experimentos para todas as
possiveis combinagdes.

O planejamento fatorial de dois niveis € de grande utilidade em investigagdes

preliminares, quando se deseja saber se determinados fatores t€m ou ndo influéncia sobre a
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resposta (variavel dependente), sem que se tenha uma descnglo muito rigorosa dessa
influéncia.

O planejamento fatorial foi ampliado com mais 2n ensaios, ou seja, seis
experimentos, em “configuragdo estrela” para o ajuste dos modelos quadraticos. Este
planejamento ¢ idéntico ao ja existente, porém girado de 45 graus em relagfo & orientagéo de
partida. Geometricamente, estes novos pontos estio a uma distancia de 1,682 do ponto central
(em variaveis codificadas). O célculo foi feito usando a equagio determinada por BOX &
WILSON (1951):

a:(F)m:(zk)m

onde:
F: corresponde ao conjunto fatorial

K: numero de varidveis independentes

Nos Gltimos anos, esta técnica vem sendo utilizada na otimizagdo de diferentes
processos biotecnolégicos. Como exemplo, pode-se citar varios trabalhos encontrados na
literatura. ROUSSEL er. ol (1991) otimizaram a gelatinizagdo sequencial e hidrolise
enzimatica do amido de milho para o maximo de glicose equivalente (DE), utilizando a
metodologia de superficie de resposta. RODRIGUES et al. (1993) utilizaram analise de
superficie de resposta para otimizag@io de um processo continuo de purificagfo de enzimas.
SZOMSZED et al. (1992), otimizaram a produgfio via fermentativa de alcaldides ergot.
SARRA ef al. (1993) aplicaram o plangjamento fatorial para otimizagdo de meio de cultivo

para a produgdo de antibiético hibrido por streptomyces lividans TK21.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Enzimas

3.1.1. Invertase (Beta D-Fructofuranosidase)

A enzima utilizada foi a Invertina® produzida e comercializada pela Merck,

cujas caracteristicas foram fornecidas pelo fabricante e estdo descritas a seguir.

- Temperatura otima 60°C

- pH otimo 4,5

- Temperatura de estabilidade: Inicio de inativagio 65°C
Inativagio total 80°C

pH de estabilidade 30-6,0

Atividade declarada: *200.000 S.U.

Estavel por 1 ano quando estocada a 10°C

3.1.2. Inulinase (Frutanchidrolase 1,2)
A enzima utilizada foi a Novozym 230® produzida e comercializada pela
Novo Nordisk, cujas caracteristicas foram fornecidas pelo fabricante e estdo descritas a seguir.
- Temperatura 6tima 60°C
- pH étimo 4,5
- Temperatura de estabilidade: Inicio de inativagio 65°C
Inativagio total nio declarada
pH de estabilidade ndo declarado
Atividade declarada: *1800 INU/g
Nio declarada estabilidade

* Unidades ndo encontradas para nivel de comparagdo.

As enzimas foram preparadas em baldo volumétrico em uma soluglio tampido de
acetato de sddio 0,02 M, pH 4,5. As concentragdes utilizadas foram 0,3 e 0,2 g/l para

invertase e inulinase respectivamente.
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3.2. Substratoe Utilizado

O suobstrato utilizado for a sacarose (comercial) preparada em baldo
volumetrico na mesma solugdo tampdo em que as enzimas, em concentragio igual a 50g/] para
os testes iniciais (ponto de operagdo para temperatura e pH). Para os testes de otimizagéo as
concentragdes de sacarose foram variadas em fun¢do do planejamento experimental. A
solugfio foi filtrada em celite para retirada de impurezas da solugdo, uma vez que a utilizada

foi a comercial.

3.3. Analise de Acticares Redutores

Os Agticares redutores foram medidos por método colorimétrico utilizando o acido
3,5- dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Para checagem do método foram feitas anélise
em cromatografia liquida de alta pressio utilizando-se cromatégrafo Dionex modelo DX-300
operando nas seguintes condigdes:

Coluna: CarboPac PA1 (250x4mm) ¢ pré-coluna (4x50mm)

Eluente: 150mM de NaOH

Fluxo: Iml/min

Detecgdo: Amperometria Pulsada (eletrodo de ouro)

3.4. Sistema de Hidroélise da Sacarose

A hidrolise da sacarose foi realizada em reator de vidro encamisado de volume igual
a 300 ml. A agitagfo foi feita com auxilio de um agitador magnético e a temperatura foi
controlada atraves de banho termostatizado com bomba de recirculagiio de precisfo 0,1°C. O

esquema deste sistema € mostrado na Figura 3.

Material e Método
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Figura 3. Fluxograma esquematico do reator demistura com enzima livre
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3.5, Caracterizacéo das Enzimas

3.5.1. Temperaturas e pH Testados

Primeiramente foi feito um “screning” para a temperatura no pH 4,5 para verificar as
informagdes fornecidas pelos fabricantes das enzimas (invertase: temperatura 60 °C e
inulinase: temperatura 60 °C). A faixa de temperatura testada foi de 25 a°70 C sendo a
variag@o de 5°C.  Apos ser determinada a temperatura de maior atividade para cada enzima,
variou-se o pH entre 3,5 ¢ 5,5. Esta faixa foi escolhida uma vez que os fabricantes fornecerem

para invertase pH 4,5 e para inulinase pH 4,5 como sendo os de maior atividade.

3.5.2. Conducao dos Ensaios

No reator foram colocados 220 ml de solugdo de sacarose, e apds atingir a
temperatura desejada, acrescentou-se 20 ml da soluc@io de enzima no pH a ser testado. Foram
coletadas cinco amostras para cada ensaio. O intervalo de tempo para a retirada foi feito em
fungdo de cada ensaio. As amostras foram inativadas em agua em ebuligio.

A atividade da enzima ¢ dada pela inclinagdo da reta de concentragio de agucares
redutores em fungdo do tempo ¢, € expressa em unidades internacionais, cuja definigfo é; uma
unidade internacional (U) de enzima é aquela quantidade que catalisa a transformagio de
Tumol de substrato por minuto, sob condi¢des definidas (AZHARI ef al., 1989; RIBEIRO,
1989)

3.5.3. Determinacio da Temperatura e pH Otimo das Enzimas

Para avaliar o ponto 6timo de pH e temperatura de cada enzima, utilizou-se o
planejamento experimental fatorial de dois niveis, assumindo o ponto central aqueles
determinados no item 3.5.1. As condigdes de cada ensaio para a invertase e inulinase estdo
relacionados nas Tabelas 5 e 6 respectivamente. Os ensaios foram conduzidos como descrito
no item 3.5.2.

A finalidade deste ensaio foi tragar a curva de conversio de cada ponto com o

objetivo de obter-se um valor mais preciso.
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Tabela 5: Determinacio da temperatura e pH 6timo da invertase

Ensaio Temp. (°C) pH Temp. (°C) pH
1 -1 -1 50 3,5
2 +1 -1 70 35
3 -1 +1 50 5,5
4 +1 +1 70 5,5
5 0 60 4,5
6 0 60 4,5
7 -1,41 46 4,5
8 0 +1,41 60 3,9
9 +1,41 0 74 4.5
10 Q -1,41 60 31 |

Tabela 6: Determinagio da temperatura e pH Otimo da inulinase

Ensaio Temp. (°C) pH Temp. {(°C) pH H
1 -1 -1 60 3,5
2 +1 -1 80 35
3 -1 +1 60 5,5
4 +1 +1 80 55
5 0 0 70 4.5
6 0 0 70 4,5
7 -1,41 0 56 4.5
8 0 +1,41 70 5.9
9 +1.41 0 84 4,5
10 0 -141 70 3.1
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3.5.4. Determinacéio da Meia Vida das Enzimas

A meia vida ¢ definido como sendo o tempo necessario para que a atividade da
enzima atinja a metade do valor inicial.

Este tempo foi determinado colocando-se a enzima nas condigdes de pH e
temperatura previamente estabelecidas pelos resultados obtidos no item 3.5.3. Foram
recolhidas amostras desta enzima em intervalos de tempo adequado a cada ensaio ¢ desta foi
determinada a atividade conforme descrito no item 3.5.2. As amostras foram coletadas até que

o valor da atividade atingisse a metade do valor inicial.

3.6. Otimizacio do Reator de Mistura com Enzima Livre

Para determinar o ponto otimo de operagdo do reator de mistura operando com
enzima livre, fot utilizado o planejamento experimental fatorial com dois niveis ¢ analise de
resultado atraves de superficie de resposta. As vaniaveis estudadas foram: concentragio de
enzima, concentragfo inicial de sacarose e temperatura, totalizando 17 ensaios, sendo que 3
sdo repetigbes do ponto central. Os pontos centrais destas variaveis foram assumidos de
acordo com as possibilidades de operagdo industrial e dos resultados obtidos nos itens
anteriores. As Tabelas 7 ¢ 8 mostram as condigdes nos quais cada ensaio foi conduzido.

A vaniavel resposta utilizada para otimizacBio deste reator foi a porcentagem de
inversdo, obtida da seguinte forma:

Utilizando o sistema de mversdo descrito no item 3.4, determinou-se a curva de
hidrélise da sacarose para todas as condigdes descritas nas Tabelas 7 e 8. Foram coletadas
amostras de 1 ml do reator em intervalos de 30 minutos, transferido para tubo de ensaic os
quais eram colocados em agua fervente para inativagdo da enzima. Em seguida, o material
contido no tubo de ensaio era transferido para baldes volumétricos de volume adequado a fim
de se fazer as diluigdes necessarias para as determinagbes da concentragdo dos agucares
redutores. O ensaio era interrompido apds decorrida 6 horas. A porcentagem de inversio para
cada ponto foi obtida dividindo-se a concentragio de agtcares redutores no tempo t, pela

concentra¢io inicial do mesmo.
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Tabela 7. Ensaios de otimizac#0 para enzima invertase

Ensaio Temp. | Conc. | Conc. Sac. | Temp. | Conc. Enz. | Conc. Sac |
01 -1 -1 -1 50 0,450 350
02 -1 -1 +1 50 6,450 490
03 -1 +1 -1 50 1,480 350
04 -1 +1 +1 50 1,480 49 0
05 +1 -1 -1 60 0,490 35,0
06 +1 -1 +1 60 0,490 460
07 +1 +1 -1 60 1,480 35,0
08 +1 +1 +1 60 1,480 490
09 -1,68 0 0 47 0,990 41,0
I 10 1,68 0 0 63 0,990 41,0
I 0 -1,68 0 55 0,150 410
12 0 +1,68 0 55 1,830 41.0
{E 13 0 0 -1,68 55 0,990 30,9
14 0 0 +1,68 55 0,990 51,1
15 0 0 0 55 0,990 41,0
16 0 0 0 55 0,990 41,0
17 0 _ 0 0 52 0,990 41,0
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Tabela 8: Ensaio de otimizacfo para enzima inulinase

unsaio Temp. | Conc Conc, S_gwcm.___L Temp. :_LConc. Enz._ | Conc. Sac.
01 -1 -1 -1 50 0,248 35,0
02 -1 -1 +1 50 0,248 490
03 -1 +1 -1 50 0,743 350
04 -1 +1 +1 50 0,743 490
05 +1 -1 -1 60 0,248 350
06 +1 -1 +1 60 0,248 490
07 +1 +1 -1 60 0,743 35,0
08 +1 +1 +1 60 0,743 49.0
09 -1,68 0 0 47 (0,495 41,0
10 +1,68 0 0 63 0,495 41,0
11 0 -1,68 0 55 0,081 41,0
i2 0 +1,68 0 55 0,910 41,0
i3 0 0 -1,68 55 0,495 309
14 0 0 +1,68 55 0,495 51,1
15 0 0 0 55 0,495 41,0
16 0 0 0 55 0,495 410
17 0 0 0 55 0,495 410

3.6.1. Determinacio da Conversio de Sacarose

Para maior confiabilidade dos resultados, o valor da porcentagem de conversdo apos

6 horas de reagio, foram ajustados por modelos quadraticos utilizando o método de Quasi-

Newton e Hooke Juves.

em consideragdo todas as medidas efetuadas e ndo somente a de um ponto.

Com o modelo € possivel obter valor de conversdo apds 6 horas de reagéo, levando-se
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Avaliacfio das Enzimas Comerciais

Foi determinado o ponto de mator atividade de cada enzima. Estudando-se
isoladamente os pardmetros temperatura € pH. Este ensaio teve como finalidade confirmar as

informagses fornecidas pelo fabricante.

4.1.1. Invertase

Os resultados de atividade obtido para esta enzima em pH 4,5 e temperatura variando

de 25 a 70°C (variagdo de 5°C) estdo mostrados na Tabela 9 e Figura 4.

Tabela 9: Valores de atividade da invertase comercial (Invertina) para diferentes temperaturas

e pH4,5.

Temperatura Atividade Temperatura Atividade
O U/g) €O (U/g)
25 272807 50 8014,62
30 3482,46 55 8880,12
35 4505,85 60 9698.,83
40 6409,36 65 0438,59
45 7192,98 70 241520

1000 We de enzima

285 30 385 40 45 50 585 860 §5 7O
Temperature (C)

atividade

Figura 4. Atividade da invertase a pH 4,5 em
fungdio da temperatura
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Com base nestes dados, observa-se que a temperatura de maior atividade da enzima

em pH 4,5 ¢ de 60°C.
Para estudar o comportamento da atividade desta enzima em fun¢io do pH, manteve-se

a temperatura fixa em 60°C ¢ variou-se o pH de 3.5 a 6,5 (variagio de 1,0). Os resultados estfo

mostrados na Tabela 10 ¢ na Figura 5.

Tabela 10: Resultados de atividade da invertase em fung@o do pH em temperatura de 60°C

pH Atividade (U/g) |
3,5 391228
4,5 901754
5,5 742398
6,5 5096,49

Como esperado, os resultados mostram que o pH de maior atividade a 60°C ¢ o de 4,5,
coincidindo com os dados obtidos na determinagio da temperatura 6tima.
Em fung#io dos resultados obtidos, optou-se por se trabalhar com método de multiplas

varidveis para obtencdo do ponto de maior atividade da invertase. Escolheu-se como ponto

central pH 4,5 e temperatura de 60 °C.

1300 Ufg de enzima
I
|

35 45 55 6.5
pH

Atividade

Figura 5. Atividade da invertase em funcéio do pH com
temperatura de 60°C.
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Comparando-se o valor da atividade da invertase a 40°C obtido neste trabalho
(6409,36 U/g) com o aquele obtido por RIBEIRO (1989) nesta mesma condigiio (505900 U/g),
nota-se que o valor da atividade ¢ 79 vezes menor. Isto provavelmente esta associado a dois
fatores: (a)} forma de comercializagdo da enzima. Neste trabalho utilizou-se um concentrado de
enzima na forma liquida,a qual via de regra ¢ menos estavel, enquanto Ribeiro utilizou-a na
forma seca; (b) A enzima estudada por RIBEIRO (1989) ¢ fabricada pela NOVO Ferment ,

enquanto neste trabalho a enzima estudada ¢ procedente da MERCK.

4.1.2. Inulinase

Os resultados de atividade obtidos para esta enzima em pH 4,5 estdo mostrados na

Tabela 11 e Figura 6.

Tabela 11: Valores de atividade da inulinase comercial (Novozyn 230) para diferentes
temperaturas em pH 4.5

Temperatura Atividade Temperatura Atividade
C) (Ug) O Ulg)
30 4766,08 65 18695,91
40 8350,88 70 1931871
50 10008,71 75 13628.65
55 11888,89 80 514,62
60 18657,89 - -

A temperatura de maior atividade da enzima ¢ de 70°C para pH 4,5. Nota-se pela
Figura 6 que na faixa de temperatura entre 60 e 70°C, os valores de atividade sdo proximos. As
mesmas observagdes feitas para a invertase sdo validas para a inulinase, uma vez que variando-
se 0o pH com a temperatura de 70°C, encontrou-se o valor de 4,5 como sendo o de maior
atividade. Desta forma, optou-se, assim como para enzima invertase, pela utilizagio do método
de multiplas varidveis para obtengio do ponto maximo de atividade desta enzima. Assumiu-se

como ponto central temperatura de 70°C ¢ ptHi 4.5,
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Figura 6. Atividade da mulinase em fungdio da
temperatura com pH 4,5.

AZHARI er al. (1989), trabalhando com Novozym 230 encontraram 8,1 U/mg de
atividade para esta enzima a 37°C e pH 4,1. Quando comparado com o valor encontrado neste

trabalhoa 40°C e pH 5,0 (8350,88 U/g ou 8,35 U/mg), observa-se que os valores encontrados sio

similares.
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4.2. Determinacio do Ponto Central para Otimizacio do Reator de Mistura

4.2.1. Invertase
A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para a determinago da temperatura e pH de
maior atividade para a invertase, utilizando-se planejamento fatorial € andlise por superficie de

resposta.

Tabela 12: Atividade da invertase (U/g) em fungfo da temperatura (°C) e pH

Ensaio Temperatura pH Atividade |
1 50 35 2982.,46
2 70 3.5 150292
3 50 5,5 6637,43
4 70 3,5 5587,72
5 60 4,5 8388,89
6 60 4,5 8713,45
7 46 4,5 5634,50
8 60 3.9 6219,30
9 74 4,5 435,67
7 46 4,5 5634,50
10 60 3.1 Q
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A Tabela 13, mostra os resultados estatisticos obtidos para o planejamento fatorial.

Tabela 13: Analise da Varifncia (ANOVA - Analysis of Variance)

STAT. EXPERIM. DESIGN

ANOVA; Var.: ATIV; R-sgr = 0,93248; Ad}. 0,87847

F

Factor SS df MS p

(1) TEMP (L) 1,21x10™* 1* 1,21x107* | 230,59* | 0,041863*

TEMP Q 2,77x107* 1* 2,77x107% | 52523* | 0,027761*

(2) pH (L) 3.41x107* 1* 3.41x107* | 648,45% | 0,024987*

pH Q) 2,68x107* 1* 2,68x107* § 509,31* | 0,028191*

Lack of Fit 6,08x10°* 4 6,08x107% | 28.85% | 0,138635*

ﬁ?ure Error 52670 1 52670

Total SS 9.08x10’ 9

* Termos estatisticamente significativos

Foo915= 16,26

O modelo obtido para estes dados, ja desprezando os termos nfo significativos ¢:

ATIV=-132772+2866+ TEMP 25 «(TEMP)? +24159 = pH -2454 + (pH)*

onde:

ATIV: Atividade da mvertase
TEMP: Temperatura

pH: pH

(Ulg]

1)

A Figura 7 mostra o comportamento da atividade da invertase em fungdo do pH e

temperatura.
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AN

I 3312148
™7 4140,185
777 4968,222
B8 5796,259
. 6624296
} 7452333
8280,370
above

PH

828,037
1656,074
2484 111
i 3312148
71 4140,185
{71 4968,222

2 5796258
6624,296
7452 333
B280.370
above 44 48

52 56 60 64 68 72 76
TEMPERATURA

Figura 7: Atividade da invertase em funcdo da temperatura
¢ do pH
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O ponto de maxima atividade foi determinado derivando-se a equacdo (1) em fungio
da temperatura e do pH, igualando-se a equaco a zero. Os valores de temperatura e pH onde a
atividade ¢ maxima s8o respectivamente 57,3°C € 4,9 como pode ser observado pela Figura 7,
os quais diferem dos obtidos quando os parimetros temperatura ¢ pH foram isolados
separadamente. Levando-se em considera¢do a meia vida desta enzima (Tabela 14), a qual ¢
baixo em temperatura de 60 C (0,94 horas), optou-se por trabalhar em uma faixa de temperatura
menor assumindo-se como ponto central do experimento de otimizagio do reator a temperatura
de 55°C e pH de 5,0 onde a meia vida desta enzima é maior que 6 horas. Os dados encontrados
por BERTI er al,, (1995) para a meia vida da invertase de procedéncia da NOVO Nordisk do
Brasil coincide com os encontrados neste trabatho. Esses autores relatam a sensibilidade desta
enzima a altas temperaturas. MAUGERI ef al., (1991) também relatam a sensibilidade da
invertase a altas temperaturas. O valores de meia vida encontrados por esses autores para
invertase da NOVO Ferment em pH 4,7 sio baixos quando em altas temperaturas. Para uma

temperatura de 58 °C a meia vida encontrada foi de 3 horas.

Tabela 14: Valores de meia vida da invertase para diferentes temperaturas e pH igual a 5,0

Temperatura (°C) pH Meia vida (h)
50 5 estavel até 6 horas
55 5 estavel até 6 horas
57,5 5 1,79
60 5 0,94
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4.2.2. Inulinase

As Tabelas 15 e 16 mostram respectivamente os resultados obtidos para a determinagéo

da temperatura e pH de maior atividade para a inulinase e a estatistica deste ensaio.

Tabela 15. Atividade da inulinase (U/g) em fungio da temperatura (°C) e pH

e EDSBI0 Temperatura pH Atividade
1 60 3,5 1506725
2 80 3,5 4698.83
3 60 5,5 13283,63
4 80 5,5 198,83
5 70 4,5 19266,08
6 70 4,5 19201,75
7 56 45 14283,63
8 70 59 10266,08
9 84 4.5 649,12
10 70 31 0

Tabela 16: Analise da Varidncia (ANOVA - Analysis of Variance)

STAT. EXPERIM. ANOVA; Var.: ATIV; R-sqr = 0,87611; Adj: 0,7214
DESIGN 2 factors, 1 Block, 10 Runs; MS Pure Error = 2069,174
Factor S8 df MS F p
(1) TEMP (L) 2.29x10%* i* 2.29x10% | 1104343* | 0,00192*
TEMP {(Q) 1,30x10%* 1% 1.30x10°%* 62802.5*% | 0,00254*
(2) pH (L) 8,26x10°%* 1* 8.26x10%%* 3992 6* | 0.01007*
pH {(Q 1,94x108%%* 1* 1,94x10%* 93543,7* | 0,00208*
1L by 2L 1,84x10°* 1* 1,84x10°* 891,5% | 0,02132*
Lack of Fit 6 64x107* 3% 6,64x10™* 10698,7* | 0,00711*
Pure Error 2069 1 G
Total 88 5,36x10% 9

* Termos estatisticamente significativos

FG,99;1,5 = 16,26
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Pelos dados da Tabela 16 nota-se que nenhum pardmetro do modelo foi desprezivel.

A equagdo que relaciona a atividade da inulinase com a temperatura ¢ pH € descrita abaixo:

ATIV=-367275+7329« TEMP - 54 =(TEMPY +65092 +pH-6591 +(pH)* 68 x TEMPxpH  (2)

onde:
ATIV: Atividade da inulinase [g sacarose/ g de enzima X mim}
TEMP: Temperatura [*C}
pH: pH
A Figura & mostra o comportamento da atividade da inulinase em fungdo do pH e
temperatura.
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O ponto de maxima atividade foi determinado derivando-se a equagdo 2 da mesma
forma que para invertase. Os valores de temperatura ¢ pH onde a atividade ¢ maxima s#o
respectivamente 65,0 °C e 4,6 como pode ser observado pela Figura 8, os quais diferem dos
obtidos quando os pardmetros temperatura e pH foram isolados separadamente

Como para a invertase o valor de meia vida obtido para inulinase ¢ baixa quando em
temperatura de 65 °C (Tabela 17). Em fungfo disto, assumiu-se como ponto central para a

otimizagdo do reator utilizando inulinase a temperatura de 55°C e pH =4,5.

Tabela 17: Valores de Meia Vida da Inulinase para Diferentes Temperaturas e pH igual 24,5

Temperatura ( °C) pH Meia Vida (h)
55 4.5 8,17
60 4.5 5,94
65 4,5 L
70 4,5 0,06

FURLAN et al. (1995), trabalhando com produgdo de inulinase por Klwyveromyces
marxianus constatou que o caldo fermentado quando em pH 4,0 tem a atividade méaxima desta
enzima em temperaturas variando de 32 a 37 °C. Enquanto a atividade maxima determinada

neste trabalho com a inulinase obtida por Aspergillus niger foi em temperaturas de 60 a 70°C.
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4.3. Otimizac¢éio do Reator de Mistura com Enzima Livre

4.3.1. Invertase
A Tabela 18 mostra: os modelos, os coeficientes de correlagio e os valores de
conversdo obtidos através destes modelos apds 6 horas de reagfo da enzima invertase para

diferentes temperaturas, concentragio de enzima ¢ concentracio de sacarose.

Tabela 18: Modelos ajustados, coeficiente de correlagdo e conversio apos 6 horas de reagio
para cada ensaio, onde se variou: temperatura, concentra¢do de enzima e de sacarose

Ensaio Temp. | Conc Enz. | Conc Sac. | Modelo R-sqr Converséo

‘) ) (%p/p) | a*t+b*tee (%)
a=-0413

1 50 0,49 35 b=12,196 0,999 58,05
I ¢= 0403
a= -0,122

2 50 0,49 49 b= 5,649 0,999 29,27
c=-0,226
a= -2,702

3 50 1,48 35 b=31,332 0,996 92,57
c= 1,856
{ = 0,713

4 50 1,48 49 b = 13,632 0,998 56,01
c= 0,113
a= -1,151

5 60 0,49 35 b= 19,346 0,993 73,71
c= 0,946
a= -0,221

6 60 0,49 49 = 7,849 0,997 39,38
c= 0,251
a= -4,161

7 60 1,48 49 b = 38,788 0,992 94,83
c= 4505
a~= -1,627

8 60 1,48 49 b=22273 0,999 75,7
c= 0,652
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Tabela 18: Continuagio

Ensaio Temp. | ConcEnz. | Conc Sac. | Modele R-sqr Conversio
Q) @) | (%p/p) | a*€sbresc (%)

a=-0,489

9 47 0,99 41,0 b=14,192 0,998 67,32
¢ =-0,249
a= -1,449

10 63 0,99 41,0 b =229547 0,995 84,43
c= 2,918
a=0,012

11 55 0,15 41,0 b= 5,902 0,998 36,34
¢= 0,501
a= -1,930

12 55 1,83 41,0 b=27,116 0,994 96,53
c= 3,305
a=-3,488

13 55 0,99 30,9 b=37921 0,999 100
c= 0,699
a= -1,040

14 55 0,99 51,1 b=15314 0,997 56,67
c= 2,219
a= -0,870

15 55 0,99 41,0 b=17,571 0,996 73,71
c= 1,407
a=-1,093

16 55 0,59 41,0 b= 18,711 0,997 72,97
c= 0,794
a=-1213

17 55 0,99 41,0 b= 19,335 0,997 75,51
c= 0619

A Tabela 19, mostra os resultados estatisticos obtidos apos 6 horas de reagio da enzima

invertase para diferentes temperaturas, concentragdo de enzima e concentrago de sacarose.
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Tabela 19: Analise da Varidncia (ANOVA - Analysis of Variance)

| STAT. EXPERIM. ANOVA; Var.: CONV; R- sqr~095397 Adj: 0,93862
L) ok o dactors, 1 Block 17 Runs Mat or = 1,706
i Factor SS df MS F p
] (1) TEMP (L) 430,970* 1* 430,970* 252,541* | 0,00394*
(2YMENZ (L) 3475,757* 1* 3475,757*% | 2036,735* | 0,00049*
M ENZ Q) 306,846* 1* 306,846* 179,807* | 0,00552*
(3) CSAC (L) 2727,655* 1* 2727.655* | 1598,360* | 0.00063*
Lack of Fit 332,047* 10* 33,205* 19.457* | 0,04985*
Pure Error 3,413 2 1,707
H Total SS 7287223 | 16
* Termos estatisticamente significativos
F{\,QQ - 19 = 10,56

A Tabela 19 mostra os par@metros que devem ser constderados no modelo para a

invertase. Sendo assim, o modelo pode ser representado da seguinte forma:

CONV=35,30+1,20 % TEMP +86,89  ME 26 5T «(MEY » -2,09xCS 3)

onde:

CONV:Conversdo [%o]

TEMP: Temperatura [°C]
ME:Massa de enzima [g/] de xarope]
CS:Congc. mnicial sacarose [g/100g]

As Figuras 9, 10 e 11 mostram o nivel de conversio em fungfo da temperatura € massa
de enzima para diferentes valores de concentragfio de sacarose; temperatura e concentragio de
sacarose para diferentes massa de enzima; ¢ massa de enzima e concentragio de sacarose para
diferentes temperaturas respectivamente. Os dados contidos nestas figuras mostram que o nivel
de conversdo é crescente em fungdio do aumento da temperatura, da massa de enzima e da
diminuigdo da concentragfo de sacarose.

Pela analise estatistica nota-se que os efeitos de interago entre as varidveis estudadas

sdo independentes, ou seja, a variagdo de uma nio interfere nas outras.
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4.3.2. Inulinase

A Tabela 20 mostra: os modelos, os coeficientes de correlagdo e os valores de

conversdo obtidos através destes modelos apos 6 horas de reago da enzima inulinase para

diferentes temperaturas, concentragdo de enzima e concentragdo de sacarose.

Tabela 20: Modelos ajustados, coeficiente de correlagdo e conversdo apds 6 horas de reagio
ara cada ensaio onde se variou a temperatura, concentragio de enzima ¢ sacarose.

Ensaio Temp. | Conc Enz. | Cone Sac. | Modelo R-sgr Conversio
()] (gMn (%p/p) | a*+b*t+c (%)

a=-0537

1 50 0,248 35,0 b=12,084 0,996 55,71
c= 2,543
a= -0,496

2 50 0,248 49,0 b= 8,590 0,996 34,51
c= 0,813
a=-2,449

3 50 0,743 350 b=129,057 0,997 90,97
c= 42814
a= -1,518

4 50 0,743 490 b=19216 0,995 63,96
c= 3311
a= -0,983

5 60 0,248 35,0 b=16,778 0,995 69,95
c= 4,667
a=-0,532

6 60 0,248 49,0 b=11,360 0,997 50,43
c= 1433
a= -4,151

7 60 0,743 35,0 b = 40,485 0,995 99,49
c= 6,040
a= -1,806

8 60 0,743 490 b=23,348 0,997 79,70
c= 4,633
a= -1,012

9 47 0,495 41,0 b= 15,548 0,995 59,66
c= 2820
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Tabela 20: Continuagdo

Ensaio Temp. | ConcEnz. | Conc Sac. | Modelo R-sgr Converséio
(°C) (g0 (%p/p) | a*t+b*tic (%)
a= -2,019
10 63 0,495 41 b=24446 | 0997 7743
c= 3,432
a= -0,497 E
11 55 0,081 41 b= 92971 0,9%4 38,47
c= 0,58]
a= -2,051
12 55 0,910 41 b =126,091 0,997 87,34
c= 4,635 f
a= -2,570
13 55 0,495 30,9 b=29960 | 0,998 91,64
c= 4402
= -1,040 |
14 55 0,495 51,1 b=15314 0,997 56,67
c= 2219
a= -1,237
15 55 0,495 41 b=21,381 0,997 86,97
c= 3,220 f
a= -1,095
16 55 0,495 41 b=19,812 0,998 82,38
c= 2,993
B
a=-1,234
17 55 0,495 41 b=20806| 0,99 84,29
c= 3,864

A Tabela 21, mostra os resultados estatisticos obtidos para enzima inulinase em

diferentes temperaturas, concentragio de enzima e concentragiio de sacarose,
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Tabela 21: Analise da Varidncia (ANOVA - Analysis of Variance)

| STAT. EXPERIM. ANOVA,; Var.: INVER; R-sqr = 0,97024; Ad;: 0,95671

| Factor ss | df Ms | F | p
(1) TEMP (L) 527.531* 1* 527,531* 99227+ | 0,00993*

t TEMP Q) 180,667* 1* 180,667+ 33,983* | 0,02819*
[Q)MENZ (L) 3090,973* 1* 3090,973* | 581,400* | 0.00172*

| MENZ Q) 452,176+ 1* 452,176+ 85,053* | 001155+
i (3)CSAC (L) 1582,319* 1* 1582,319* | 297,628* | 0,00334*

| Lack of Fit 168,307* 9 18,701 3518 | 024094

g Pure Error 10,633 2 5316

| Total SS 6012,541 | 16 ] |

* Termos estatisticamente significativos
Fogs - 15 = 10,56

A Tabela 21 mostra os parAmetros que devem ser considerados no modelo para a

inulinase. Sendo assim, o modelo pode ser representado da seguinte forma:

CONV=-592,04+23,21 xTEMP-0,20 x(TEMPY +192,33 *ME 128 42 *(MEY *~1,60xCS  (4)

onde:

CONV:Conversio [%0]

TEMP: Temperatura [°C]

ME: Massa de enzima [g/1 de xarope]
CS:Conc. imicial sacarose [g2/100g]

As Figuras 12, 13 ¢ 14 mostram o nivel de conversdo em fungfio da temperatura € massa
de enzima para diferentes valores de concentragio de sacarose; temperatura e concentragio de
sacarose para diferentes massa de enzima; ¢ massa de enzima e concentragio de sacarose para
diferentes temperaturas respectivamente.

Da mesma forma que para a invertase, os efeitos observados pela andlise estatistica dos

dados obtidos para inulinase mostraram ser independentes entre si as varidveis estudadas.
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Figura 12: Conversfo em fungfo da temperatura € massa

de enzima para inulinase
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4.3.3. Consideracoes Gerais

Com base nos dados obtidos, pretendeu-se ajustar o ponto de operagfio, onde o consumo
de enzima seja o menor possivel, sem que isto cause problemas de ordem operacional, de
qualidade do produto final ou econdémicos.

Pelos dados contidos nas Figuras 9, 10 e 11 nota-se que o maximo de conversdo é
obtido quando aumenta-se a concentragdo de enzima, a temperatura e diminui-se a concentragio
inicial de sacarose para a invertase. As mesmas consideragdes podem ser feitas para inulinase,
as quais estio mostradas nas Figuras 12, 13 e 14.

Apesar do descrito acima no que se refere os parimetros (temperatura, concentragdo
de enzima e sacarose) ¢timos para utilizagdo das enzimas estudadas, algumas consideragdes

devem ser feitas no que diz respeito a:

{ a ) Concentracéo de Sacarose

Esta concentragido em uma planta industrial deve estar préxima de 60% (p/p) na saida
do diluidor, pois, concentragdes inferiores levam a um maior custo na concentragfo do xarope,
tanto no que diz respeito ao consumo de vapor como no investimento inicial na aquisigo do
equipamento. Existe ainda o problema de que caldas de agticar pouco concentradas sdo sujeitas
a contaminagdo microbiologicas que comprometem a qualidade do produto final, assim como,

aumentam o custo de lavagem e desinfecg#o dos equipamentos.

{ b} Temperatura

Em plantas onde a reagio de hidrélise da sacarose é realizada por via acida, quando
executadas em temperaturas elevadas podem comprometer a qualidade do produto final
aumentando a concentragio de HMF e favorecendo o desenvolvimento de cor. No caso da
utilizagfo de enzimas apenas o desenvolvimento de cor € relevante, sendo que a formagéo de
HMF ndo ocorre. Em relacfio a temperatura, as plantas que utilizam inversdo acida, operam em
torno de 40°C sfdo as mais indicadas. J4 para aquelas que utilizam hidrélise enzimética,
temperaturas mais elevadas podem ser utilizadas desde que o tempo de reagfo nfo seja muito

longo.
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( ¢ ) Concentracfio de Enzimas

A quantidade de enzima empregada no processo € de grande importincia para a
viabilizagio econémica de unidades industriais. A principal vantagem deste tipo de hidrélise é
a qualidade do produto final, sendo a desvantagem o elevado custo deste insumo.

Para methor comparar os resultados, foi elaborado um balango de massa e energia para
uma unidade de produg@o de xaropes de aguicares invertido com 55% de conversfio, o qual € o
melhor produto para ser comercializado devido a maior solubilidade dos agicares que o compde,

podendo ser fornecido em concentragdes de 76,0% de sélidos soliveis.

( d ) Balanco de Massa, Energia e Insumos
Foi utilizado como base de célculo a produgiio de 1.000 kg xarope parcialmente
invertido com uma concentragio de 76% (p/p) a partir de agticar cristal com cor ICUMSA de

300. Os balangos foram realizados por setor para melhor visualizagio (ANDRIETTA,1992).

1. Dissolucdo
Agticar 749,16 kg
Agua desmineralizada 499,17 kg
Calda 124835 kg
Vapg; 77,91 kg
2. Clarificac#o
Correcio de temperatura
Vapor 23,97 kg
Correciio de pH
Cal virgem 0,19 kg
Acido fosforico 0,19kg
Floculacio
Talo Floc 0,230 kg
Talo Flot 0,018 kg
Calda 1250,12 kg
Borra 15,26 kg Achcar 0,64 kg
Lodo 14,62 kg
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3. Filtracdo

Celite (com reaproveitamento) 0,024 kg

Borra 1,77 kg Aculcar 0,71 kg
Lodo 1,06 kg

Calda 124835 kg

4, Descoloracéio

Na(Cl 0,97 kg
NaOH 097 kg
Agucar perdido na lavagem 1,44 kg
Calda 1248,35 kg
S. Inversiio
Acido cloridrico 0,96 kg
Acucar perdido na lavagem 0,60 kg
calda 1248,35 kg

6. Polimento

Carvio ativado 0,75 kg
Calda 1248,35 kg

7. Concentracio

Vapor 310 kg
Calda 1000 kg

A Tabela 22 mostra de forma reduzida os insumos consumidos para a produgio de

1.000 kg deste xarope.
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Tabela 22: Insumos utilizados para a produgéo de 1000 kg de xarope parcialmente invertido a

partir de agucar de cor ICUMSA 300

Insumo Consumo (kg)
Aguacar 749,16
Agua deionizada 499,17
Cal virgem 0,19 “
Acido fosférico 0,19 Jl
Talo Floc 0,23 |
Talo Flot 0,018
Na(l 0,97
NaOH 0,97 |
H(I 0,96
| Carviio Ativado 0,75
Vapor 411,82
Agucar perdido no processo 3,39 4“
_ Celite 0.024 ___’_l

Utilizando-se agucar de cor ICUMSA de 150, pode-se eliminar a etapa de clarificagéo,

sendo portanto o consumo de insumos reduzido. A Tabela 23 mostra os insumos necessarios para

este procedimento.

Tabela 23: Insumos consumidos para a produgdo de 1.000 kg de xarope parcialmente invertido

utilizando agucar de cor ICUMSA 150

Insumo Consumo (kg)
Acghcar 749,16
Agua deionizada 499,17 N
NaCl 0,97 i
NaQH 0,97
H(CI 0,96 4{‘
| Carvio Ativado 0,75
E Vapor 411 82 II
% Acucar perdido no processo 3,39 j'
Celite 0024
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Segundo BUSSIERE (1993), o gasto de insumos para a produgo de 1.000 kg de
xarope, utilizando-se aglicar de cor 150 € de aproximadamente US$ 7,38,

De uma forma geral o comportamento da invertase e da inulinase € similar nas
condigbes testadas, sendo assim o uso de uma ou de outra indiferente, em relagfo ao
comportamento cinético da reagfio.

Para a inulinase, a massa de enzima necessaria para se atingir 55% de conversio em
6 horas ¢ de 0,16 g/kg de xarope. Este valor ¢ duas vezes menor que a massa de invertase
necessaria.

Com base nestas informagdes buscou-se trabalhar com consumo minimo de enzimas,
uma vez que o limitante para a viabilizagfo econdmica do processo € 0 consumo desta cujo prego
por kg pode alcangar R$ 70,00 para invertase e R$ 220,00 para inulinase. A estratégia utilizada
para isto, foi a vanagfo da concentragdo de sacarose ¢ a temperatura. Em fungo do prego
adotou-se utilizar a invertase para ¢ cdlculo do custo final do xarope de agticar invertido.

As Figuras 9 (a), (b),(c) e (d) mostram os niveis de conversdo obtido em fungio da
temperatura ¢ da massa de enzima utilizada para diferentes concentragdes de sacarose.

A Figura 9 (d) mostra as curvas de niveis da conversdo de sacarose a 52,8% (p/p).
Adotou-se esta concentragdo por ser proxima da mais utilizada industrialmente (60%)
(BUSSIERE erf al.,1993). Para uma temperatura de 50°C, a massa de enzima necessaria € de
aproximadamente Igrama por litro de xarope, 0 qual equivale a 0,82 genz/kg de xarope.
Segundo levantamento realizado no mercado, o custo médio deste xarope ¢ de R$ 380,00 por
tonelada. Desta forma, o prego da enzima por tonelada de produto seria de RY 57,40, ou seja,
15% do valor do produto final.

A utilizag@o da enzima neste processo, desprezando-se o aumento de custo devido ao
maior consumo de vapor, elevaria o prego de insumeos em 88,6% em relagio ao processo com
inversdo acida. Para este mesmo caso, se a temperatura fosse aumentada para 60°C a massa de
enzima necessaria diminuiria para 0,58g/kg, diminuindo o custo por tonelada para R$ 40,60 ou
10,7% do custo do produto final.

Embora, os catalisadores quimicos representam no maximo 1% do prego final do
Xarope, esses resultam em um produto de qualidade inferior quando comparado com o produto
obtido por via enzimética. Para que o reator de enzima livre se torne vidvel seria necessario que

o custo da enzima se aproximasse ao custo dos catalisadores, ou seja perto de RS 3,80 por
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tonelada de produto. Isto significa um consumo de 0,054 g de enzima por kg de produto ou
0,082 g/ 1 de xarope. Este valor s6 podera ser atingido quando se trabalha com temperaturas
elevadas (60°C) e concentragiio de sacarose abaixo de 30% (p/p), o que ndio ¢ indicado para uma
planta industrial como discutido anteriormente.

Em uma condigio intermedidria, considerando umna concentragfo de sacarose em torno
de 45% e 62°C (Figura 11d), € possivel diminuir o consumo de enzima para aproximadamente
0,33g de invertase/kg de produto. Desta forma, os insumos utilizados estdo mostrados na

Tabela 24. Nestas condigdes, 0 custo de insumos por tonelada de produto atingina o valor de

RS 32,45, 4 vezes maior que 0 processo com inversdo acida.

Tabela 24: Insumos Consumidos para a Producfio de 1.000 kg de Xarope

E Insumos Consumos (kg) ﬂ
Agtcar 749,16
Agua deionizada 499,17
NaCl 0,97
NaOH 0,97
Invertase 0,33
Carvio Ativado 0,75
Vapor 745,38
Agiicar perdido no processo 3,39 g
Celite 0,024

O incremento total no custo de insumos por tonelada de xarope

Acréscimo no consumo de vapor RY 2,59
Custo da enzima R$ 2310
Economia em acido cloridrico RS 0,46
Acréscimo total RS 2523
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5. CONCLUSOES

¢ Os métodos de otimizagdo que estudam uma tnica variavel por ensaio pode levar

a pontos de maximos que ndo representam a realidade.

¢ As temperaturas de maxima atividade foram de 57,3 e 65,0°C para invertase
(pH = 4,9) ¢ inulinase (pH = 4,6) respectivamente. Essas ndo foram adotadas devido aos baixos
valores de meia vida das enzimas a estas temperaturas, Para invertase foi de 1,79 horas e para
inulinase foi de 1,11 horas. Utilizou-se temperatura de 55 °C, onde a meia vida é maior que 6

horas para as duas enzimas.

v O nivel de conversdo da sacarose no reator de enzima livre operando em batelada
aumenta em fungfo do aumento da temperatura, da massa de enzima ¢ baixa concentragiio de

substrato.

+ O ponto ideal de operagiio para obteng@o do produto (50-55% de inversdo) pode ser
definido como sendo aquele onde o custo da enzima é menor ou igual a 1% em relagéo ao custo
do produto final, o que seria atingido para a invertase quando em temperatura de 60 °C,
concentracdo de sacarose abaixo de 30% (p/p) onde o consumo de enzima seja de 0,082g/1 de

xarope. As condi¢Oes descritas ndo séo adequadas para a produgdo a niveis industriais.

v As condigBes operacionais minimas requeridas para produgo industrial do xarope
invertido inclui: concentrag@o de sacarose em torno de 45%, temperatura de 62 °C e massa de
enzima de 0,5g/1 de xarope. Essas ainda nfio sfo as condigdes que viabilizam o uso do reator de
enzima livre, pois este processo eleva o custo de insumos em 4 vezes quando comparado a

inversdo acida.
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¢ No caso da inulinase o prego € 3 vezes superior ao da invertase, o que desqualifica
essa enzima pois, apesar de possuir uma atividade duas vezes maior que a invertase, a inulinase

apresentou 0 mesmo corportamento cinético que a invertase para as condigdes testadas.

¢ Nas condigbes minimas de operago 0 custo do catalisador no processo enzimatico
representa 6,1% do custo final do produto, contra menos de 1% quando da utilizagfio da catalise
acida.

v Através deste trabalho pode se concluir que a hidrélise enzimatica em reatores de
enzima livre ndo € viavel economicamente. Embora existam vantagens, como por exemplo a
menor formagio de cor e a nfio produgfo de produtos secundarios, o ndo reaproveitamento desta

enzima inviabiliza esta prética.
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6. PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

Em um primeiro momento o uso de reatores de enzima livre nfo parece ser vidvel em
fungdo do custo deste catalisador. O estudo de processos de produgfio de enzimas no Brasil, o
que inclui melhoramento de linhagem, otimizag8o de meios de cultivo € ajuste de pardmetros
de controle de processo, podern em um segundo momento viabilizar estes processos.

A utilizaglio de reatores que permitam o reaproveitamento do catalisador (enzimas
imobilizadas) deve ser estudada como uma alternativa para viabilizagdo econdmica da produgéo

de xaropes de agucar invertido.

Proposta para trabathos fituros
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