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(57) Resumo: PROCESSO PARA DETERMINACAO DE
GLICEROL em que a metodologia de dosagem parte da purificagao
das enzimas envolvidas no ensaio, a partir de levedura de panificacdo,
uma fonte barata e de facil obtengéo para ser usada no laboratério de
controle de qualidade de bebidas e industrias de biocombustivel. O
objeto da presente patente de invengdo consiste em obter preparagéao
enzimatica parcialmente purificada da levedura comercial seca de
panificagéo, contendo a glicerol - fosfato oxidase e glicerol quinase, e
preparagdo enzimatica bruta de extrato de rabanete (fonte de
peroxidase) para montagem de ensaios de dosagens doglicerol, em
amostras quimicas e bioldgicas. A presente invencédo esta relacionada
com o processo para obtencdo e determinacdo de substancias
envolvendo a oxidase, quinase e peroxidase.
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“PROCESSO PARA DETERMINACAO DE GLICEROL”

Trata o presente relatério descritivo da patente
de invengdo de um inédito processo para determinacao de’ glicerol,
particularmente em biocombustiveis e vinhos, adaptado para rotina
industrial, e novos ensaios, de concepgao inovadora e dotado de
importantes melhoramentos tecnolégicos e funcionais, segundo os
mais modernos conceitos de engenharia quimica e de acordo com as
normas e éspeciffbagées "eXigidas', revestindo-se de caracteristicas
proprias e dotadas com requisitos fundamentais de novidade e
atividade inventiva, fazendo resultar uma série de reais e
extraordinarias vantagens técnicas, praticas e econdmicas.

Como é do conhecimento dos técnicos no
assunto, o glicerol é o principal produto secundario da fermentacao
alcodlica e sua concentragdo aumenta em condicdes de estresse
celular. A dosagem de glicerol em destilarias é uma pratica diaria e
necessaria no acompanhamento do processo fermentativo. As
determinagbes dos subprodutos de uma fermentacdo permite
determinar e quantificar os desvios metabdlicos que afetam o
rendimento do processo. Um dos desafios atuais é aumentar a oferta
de alcool combustivel e inovagées na linha de produgao das usinas
somam o controle do processo. O aumento da producdo no setor
sucro-alcooleiro brasileiro ndo atendera a demanda programada para
0s proximos anos, no atendimento do mercado interno e de
exportacao.

O glicerol é também frequentemente
adicionado a varios tipos de alimentos (Wieland, O., 1962) como
umectante, cuja finalidade é aumentar a retencdo de agua. Segundo
Antunes, 1993, um composto umectante captura a umidade do ar de
alimentos armazenados em ambiente seco. A produgdo de bebidas,
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incluindo vinhos e cerveja, mostra teores varidveis de glicerol que
valem ser quantificados. A quantificagdo do glicerol, utilizando
técnicas simples, precisas e com alta especificidéde, vem assumindo
grande interesse na area médica relacionados 3 quantificacdo de
lipidios (Spinella e Mager, 1966). Assim, o ensaio de quantificagao do
glicerol tem importancia na area meédica, na area industrial como
produgdo de bebidas, de biocombustiveis e na conservagdo de
alimentos. Es{é frabélho identificou e caracterizou~ parcialmente .a
glicerol-3-fosfato oxidase e a glicerol quinase em fermento de
panificagdo. A quantificagéo da atividade destas enzimas foi realizada
diretamente através da metodologia que utiliza a peroxidase de

rabanete e um sistema cromogénico para identificacdo da quantidade

de peréxido de hidrogénio liberado. Portanto, o ensaio enzimatico

colorimétrico para quantificar o glicerol esta baseado na fosforilagao
do glicerol pela glicerol quinase, seguida por oxidacdo do glicerol
fosfato com glicerol fosfato oxidase, que gera H,O,. A agua oxigenada
formada € reduzida por peroxidase de rabanete. O sistema
cromogénico é constituido por 4-aminoantipirina e fenol e como
resultado um produto colorido, que absorve a 500 nm. A leitura
espectrofotométrica é proporcional a quantidade de glicerol da
amostra.

ESTADO DA TECNICA

O documento de patente nacional P10205552-0
descreve um processo de obtengdo de preparagdo rica em
desidrogenase, em que um processo para determinacdo de
substancias envolvendo a desidrogenase, método de ensaio para
dosar substancias compreendendo a preparagao rica em
desidrogenase, composicdo para ensaio de substancias

compreendendo a preparagdo rica em desidrogenase, preparagio
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enzimatica compreendendo desidrogenases, utilizagdo da preparacio
enzimatica compreendendo desidrogenases para ensaio de
substancias e "kit" para ensaio de substancias compreendendo a
citada preparagéo.

O documento de patente nacional P10504024-
8, denominado “Quantificagdo espectrofotométrica de glicerol em
biodiesel", ensina de um modo geral, que é relacionada a uma anéalise
para quéntificaQ:éo de glicerol (total e livre) em amostra de ‘biodiesel- ..
por espectrofotometria de luz visivel.

O documento de patente nacional Pl 0316897-
2 ensina um método de selecdo para desidratases dependentes de
B12, seqtiéncias de &cido nucléico, desidratase mutante dependente

de B12, método para a criagdo de mutantes de desidratase

.dependente de B12 e métodos para a identiﬁcagéo de desidratase

dependente de B712 em que a presente invengdo refere-se a
sequéncias de desidratases dependentes de Bi2 com reacgde

w

cinéticas aprimoradas, reduzindo, assim, a inativacdo do suicidio de
enzimas na presenga de glicerol e 1,3-propanodiol. Essas enzimas
foram criadas utilizando-se PCR propenso ao erro e mutagenese
dirigida a oligonucleotideo para atingir o gene dhab1, codificador da
subunidade do glicerol desidratase. Mutantes com reagdes cinéticas
aprimoradas s&o rapidamente identificados utilizando-se testes de alta
produtividade, também descritos no presente.

O documento de patente nacional Pl 0406770-
3 descreve um método para a producédo in situ de um emulsificante
em alguns géneros alimenticios, em que uma enzima lipidio acil
transferase e acrescentada aos géneros alimenticios. Preferivelmente
o emulsificante e produzido sem um aumento ou sem um aumento

substancial no contetdo de acido graxo livre dos géneros alimenticios.
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Preferivelmente, a enzima lipidio acil transferase e aquela que e
capaz de transferir um grupo acil de um lipidio para um ou mais dos
seguintes receptores acil: um esterol, um estanol, um carboidrato,
uma proteina ou uma sub-unidade da mesma, um glicerol.
Preferivelmente, além de um emulsificante, um ou mais dos ester de
estanol ou ester de estanol ou ester de proteina ou um ester de
carboidrato ou um digliceridio ou um monogliceridio podem ser
prodUZidos. Urh ou mais de esses podendo  funciocnar como um
emulsificante adicional.

A enzima glicerol 3-fosfato oxidase (EC
1.1.3.21; sn-glicerol-3-fosfato: oxigénio 2-oxidorredutase; GPO) é uma
flavoproteina (cofator: flavina adenina dinucleotidio - FAD)
pertencente ao grupo das oxidorredutases (Camargo et al., 2008). A
glicerol-3-fosfato oxidase catalisa especificamente a oxidacdo do
glicerol-3-fosfato a fosfato de diidroxiacetona concomitantemente a
rédug:éo do oxigénio a perdxido de hidrogénio, conforme a seguinte
reagao, que por sua vez, reage com sistema de cor (SUCHOVA et al.,
1992; KIRANAS et al., 1998; MACHOVA et al., 2000):

sn-glicerol- 0, GPO fosfato de

+
3-fosfato * diidroxiacetona 11202
sistema quinonimina (doador
H,O, + cromégeno/ ——— oxidado / composto + 2H,0

doador colorido)

Trata-se de uma enzima encontrada em
diversas fontes de microorganismos, podendo ser principalmente
isolada a partir de bactérias laticas (Tabela 2), ndo havendo, contudo,
registro de sua ocorréncia na espécie humana (ESDERS e
MICHRINA, 1979; KIRANAS et al., 1998; MACHOVA et al., 2000).
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Glicerol quinase de diferentes origens tém sido
utilizadas para ensaio de glicerol (Hellmer et al., 1989; Hayashi and
Lin, 1967; Janson and Cleland, 1974; Winer et al., 1985; Aragon et al.,
2008). Tratajse de uma enzima regulatéria do metabolismo de glicerol
em E. coli.v Além disio, fornece esqueleto carbonado para a

gliconeogénese (sintese de glicose) e para a sintese de lipidios

| (Nilsson, et al., 1989) e transporta equivalente redutor (FADH2 e

NADH) do citosol para a mitocdndria. A glicerol quinase é codificada
pelo Sacharomyces cerevisiae a partir da sequliéncia contida no gene
GUT1 (gene da glicerol quinase) segundo Pavlik et al, 1993. A
glicerol quinase de Candida mycoderma fosfolira o glicerol quando
utiliza-se Mg.ATP, Mg.ITP, Mg.GTP e Mg.UTP, inibida de forma nao
competitiva por Mg.ADP e catalisa a reacao:

. GK .
glicerol + ATP + Mg — glicerol-3-fosfato + ADP
Isso posto, os objetivos da presente patente

- a obtengdo de uma preparacéo enzimatica
(ou preparagdes enzimaticas) rica em glicerol fosfato oxidase (sn-
glicerol-3-fosfato: oxigénio 2-oxidorredutase, EC 1.1.3.21), glicerol-
quinase (ATP:glicerol 3-fosfotransferase, EC 2.7.1.30), a partir de
extrato obtido da levedura seca de panificacao;

- a estabilizagdo da preparacdo enzimatica,
com a presenga de ions manganés durante a dialise;

- a estocagem da preparacdao enzimatica em
geladeira na forma de pd liofilizado ou em solugdo contendo
estabilizantes osmético, salinos e/ou inibidores de proteases;

- a utilizagéo da preparagdo enzimatica, para o
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ensaio do glicerol, baseado na medida da variagdo da concentragéo
do H,0,, na regido do espectro visivel pela conversdao do H,0, em
produto colorido por reagédo com 4-aminoantipirina e fenol:

- a associagdo do magnésio na reagdo de
ensaio do glicerol utilizando-se metodologias; e

- 0 uso de "kit" para os ensaios de glicerol,
utilizando-se a preparacdo enzimatica (ou preparagdes enzimaticas) e
0s métodos de ensaio para amostras de biocombustiveis € vinhos.

A Figura 1 é um gréfico da curva padrao para
determinacdo do teor de glicerol, representando a variacdao de
absorbancia em fungéo da concentracéo de substrato.

Processo de obtencido de preparagio rica
em glicerol quinase e glicerol fosfato oxidase:

10 g de levedura seca foram éuspensa em 100
ml de tamp&do Tris/HCI contendo B-mercaptoetanol. Adicionam-se
pérolas de vidro e‘ procede-se o rompimento celular. Precipitagdes

protéicas, realizadas com polietileno glicol 3350 s&o seqiienciadas no

- sobrenadante da centrifugagdo do extrato celular obtido do

rompimento celular. As nucleoproteinas foram precipitadas pela
adicao de sulfato de estreptomicina 1% (p/v). Apds centrifugacdo o
precipitado € recolhido e em seguida suspendido em tamp3do. A
suspensao resultante foi dialisada e a preparagcdo enzimatica foi
novamente precipitada com suspensao contendo 30% (p/v) de PEG
3350, dialisada e submetida a liofilizacéo.

Determinacao do teor de proteina total

O ensaio da proteina total foi realizado
segundo o método Folin-Lorwy modificado por Layne (1975) com soro
albumina bovina como padrao. Os reagentes do tubo de ensaio foram:
1 ml de amostra diluida, 0,5 ml de reagente de Folin-Ciocalteau e 5 mi
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da mistura de solugdes — 10 ml de carbonato de sédio 2%, 10 mi de
hidréxido de sédio 0,1N, 1 ml de sulfato de cobre 0,5% e 1 ml de
tartarato de sodio 1%. Paralelamente, o tubo controle continha os
meésmos reagentes e 1 ml de agua no lugar da amostra. As diferencas
entre as absorbancias (600 nm) medidas no tubo ensaio e o tubo
controle foram obtidas, utilizadas na determinagéo da concentracao
de proteina total.
‘ Determinagio do teor de glicerol =

Os reagentes do tubo ensaio foram: 0,9 ml de
glicerol 0,45M, Tamp&o glicina/NaOH 0,01M pH 9,8 contendo 0,88M
de hidrato de hidrazina, 0,210 ml de solucdo de sulfato de magnésio
0,2M, 0,150 ml 4-aminoantipirina 0,1% (p/v); 0,300 ml de fenol 0,1%
(p/v); um volume de preparagao enzimatica contendo 0,1 U de glicerol
fosfato oxidase e 0,50 U de glicerol quinase, 1 U de peroxidase de
rabanete e agua para um volume final de 3,3 ml, a 60 °C. A reacéo foi
iniciada pela adigdo da preparagdo enzimatica. Paralelamente, o tubo
controle continha os mesmos reagentes e 0,9 ml de agua no lugar do
glicerol. As diferengas entre as absorbancias (500 nm) medidas no
tubo ensaio e o tubo controle foram obtidas e utilizadas na
determinagéo da concentragéo do glicerol. Cada ponto representado
na curva padrao é resultado da média de 03 determinacgées (Figura 1).

O processo de determinagcao de glicerol
apresentou sensibilidade na faixa de 5 a 50 mM (Figura 1). Amostras
de vinho e de mosto fermentado de caldo-de-cana foram submetidos
a evaporagao (antes do ensaio) em forno de microondas para
eliminacdo do etanol. Volumes de 5,0 ml das amostras foram
submetidos a evaporagédo até secagem: 2 minutos (poténcia média)
para amostras de vinhos (tinto e branco) e 6 minutos para amostras

de caldo de cana fermentado. A seguir realizaram-se as diluigdes
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necessarias para dosagens.

A tabela 1 abaixo apresenta os valores de

glicerol encontrado no caldo fermentado da destilaria e no vinho e

ensaio de recuperagao do glicerol adicionado nas mesmas amostras.

Concentracgao de glicerol (g/l)
Ensaio de Recuperacgio
Amostragens
Dosagem . Recuperado
- adicionado encontrado
| T ()
Vinho tinto 5,7 3.7 91 96,8
Vinho Branco 6,17 37 9,8 99,3
Caldo
5,30 3,7 9,1 101,1
fermentado

A dosagem do glicerol foi possivel com a
preparagdo enzimatica quando aplicadé éb método enzimatico
descrito acima. A recuperagédo do glicerol adicionado ao vinho tinto,
vinho branco e caldo-de-cana fermentado mostrou um desvio maximo
de apenas 3,8%. Adigdes de quantidades menores de glicerol néo
puderam ser detectadas por causa das diluicdes elevadas. Assim, a
preparagao enzimatica, parcialmente purificada, pode ser utilizada
sem riscos para estes tipos de amostras.

A tabela 2 a seguir representa obtencdo da
preparagao rica em glicerol fosfato oxidase (GPO) obtida a partir de

20 gramas de levedura seca.

Ativ.
Volume | Atividade Proteina - Ativ.
Etapa especifica )
(mL) ) (mg) Relativa
(U/mg)

Extrato bruto 34,0 0,476 923,44 0,0005 1,0
Sulfato de Estreptomicina 30,0 0,480 831,00 | 0,0006 1,2
Precipitado Sol. 30% (p/v

recipitado Sol. 30% (p/V) 2.2 0,425 40,24 0,0106 21,2
PEG 3350 e dialisado
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A tabela 3 abaixo ilustra a comparagdo de
custo das enzimas comerciais e obtidas no nosso laboratério. O custo
das enzimas peroxidase (PO), glicerol 3- fosfato oxidase (GPO) e

glicerol quinase (GK) foram calculados por analise.

Enzimas Comercial
Nosso Extrato
(Sigma, USA)

Enzimas )

PO (1U) Frasco com 5KU R$1,30 R$0,02
GPO (0,10) Frasco com 5000 R$145 | ~ ~R$0,20 -

GK (0,5U) Frasco com 200U R%0,95 R$1,0
TOTAL R$3,70 R$1,02

N&o se tem conhecimento de nenhum processo
para determinagéo de glicerol adaptado para rotina industrial e novos
ensaios que reGna conjuntamente, todas és " carécteristicas
construtivas e funcionais acima relatadas, e que diretamente ou
indiretamente, é ou foi tdo efetivo quanto o processo objeto da
presente patente.

Tendo sido descrita e ilustrada a presente
invengédo, € para ser compreendido que a mesma pode sofrer
inimeras modificagdes e variagdes em sua forma de realizagao,
desde que tais modificagGes e variagbes ndo se afastem a partir do
espirito e escopo da invengao, tal como definidos nas reivindicagdes

anexas.
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REIVINDICAGOES
1 - “PROCESSO PARA DETERMINAGAO DE GLICEROL”

caracterizado pelo fato de utilizar preparacdes enzimaticas e ser

baseado na medida da variag&o da concentragdo do H,O,, na regido
do espectro visivel pela conversdo do H,0, em ‘produto colorido por
reagcao com 4-aminoantipirina e fenol.

2 - “PROCESSO PARA DETERMINAGAO DE GLICEROL”,

conforme reivindicado em 1, caracterizado pelas reacdes para

determinagéo do glicerol ocorrerem com a associagdo de magnésio.

3 — “PROCESSO DE OBTENGAO DE PREPARACOES
ENZIMATICAS RICAS EM GLICEROL FOSFATO OXIDASE (SN-
GLICEROL-3-FOSFATO: OXIGENIO 2-OXIDORREDUTASE, EC
1.1.3.21), GLICEROL-QUINASE (ATP:GLICEROL 3-
FOSFOTRANSFERASE, EC 2.71.30) E RESPECTIVAS
PREPARAGOES ENZIMATICAS”, conforme reivindicagédo 1,

caracterizado pelo fato de partir de extrato obtido da levedura seca de

panificacéo.

4 - “PROCESSO DE OBTENGAO DE PREPARAGCOES
ENZIMATICAS RICAS EM GLICEROL FOSFATO OXIDASE (SN-
GLICEROL-3-FOSFATO: OXIGENIO 2-OXIDORREDUTASE, EC
1.1.3.21), GLICEROL-QUINASE (ATP:GLICEROL 3-
FOSFOTRANSFERASE, EC 27.1.30) E RESPECTIVAS
PREPARAGOES ENZIMATICAS”, de acordo com as reivindicagdes 1

e 3, caracterizado pela estabilizagdo das ditas preparagdes

enzimaticas ser realizada com a presencga de ions manganés durante
a didlise.

5 — “PROCESSO DE OBTENGAO DE PREPARAGOES
ENZIMATICAS RICAS EM GLICEROL FOSFATO OXIDASE (SN-
GLICEROL-3-FOSFATO: OXIGENIO 2-OXIDORREDUTASE, EC
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1.1.3.21), GLICEROL-QUINASE (ATP:GLICEROL 3-
FOSFOTRANSFERASE, EC 2.7.1.30) E RESPECTIVAS
PREPARAGOES ENZIMATICAS”, obtidas conforme reivindicado em

1, 3 e 4, caracterizado pela estocagem das ditas preparacdes

enzimaticas ser em geladeira na forma de pé liofilizado ou em solugdo
contendo estabilizantes osmético, salinos e/ou inibidores de
proteases.

6 — “KIT PARA DETERMINACAO DE GLICEROL”,

conforme reivindicado em 1, 2, 3, 4 e 5, caracterizado pelo fato de ser

utilizado para quantificagdo de glicerol tanto em biocombustiveis como

em vinhos.
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RESUMO
Patente de invengdo: “PROCESSO PARA DETERMINACAO DE
GLICEROL” em que a metodologia de dosagem parte da purificacdo

~das enzimas envolvidas no ensaio, a partir de levedura de

panificagdo, uma fonte barata e de facil obtengédo para ser usada no
laboratorio de controle de qualidade de bebidas e industrias de

biocombustivel. O objeto da presente patente de invencdo consiste

-em obter preparagdo enZimatica parcialmente purificada da levedura

comercial seca de panificagdo, contendo a glicerol — fosfato oxidase e
glicerol quinase, e preparagdo enzimatica bruta de extrato de rabanete
(fonte de peroxidase) para montagem de ensaios de dosagens do
glicerol, em amostras quimicas e bioldgicas. A presente invengéo esta
relacionada com o processo para obtencdo e determinagdo de

substancias envolvendo a oxidase, quinase e peroxidase.
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