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Resumo

A busca por inovacgdes tecnoldgicas que gerem produtos de qualidade
concomitantemente a reducdo de custos, sdo o0s principais fatores de
preocupacdo envolvendo um processo em escala industrial. Devido a
importancia destes fatores, esta dissertacdo estudou a producdo de acucar
invertido por meio de processo enzimatico continuo de alta taxa visando
identificar condi¢cdes para o aumento da taxa de producdo e eficiéncia na
converséo do substrato. Dessa forma, a enzima invertase foi imobilizada em
residuo agroindustrial de baixo custo e facil aquisicao (p6 de sabugo de milho)
e para fins de comparacao, foi imobilizada também e um suporte universal: a
agarose. Objetivo: Obtencdo de acucar invertido usando o derivado po de
sabugo de milho-glutaraldeido-invertase (SM-GLU) em reator de leito fixo.
Métodos: Obtencéo e caracterizacdo cinética da enzima invertase soluvel.
Posteriormente sua imobilizagdo nos suportes SM-GLU e AG-GLU seguida de
caracterizacao cinética dos derivados obtidos. Na etapa seguinte, foi realizado
a determinacao da conversao (%) de hidrolise da sacarose em condi¢cdes de
maxima atividade (20% de sacarose m/v em tampao acetato de sédio, 50 mM
e pH 5) para os derivados em sistema descontinuo (batelada), e em reator de
sistema continuo, visando encontrar a condi¢cdo de maxima eficiéncia. Onde
foram caracterizados parametro de processo como conversao, carga
substrato aplicada, estabilidade e reuso do derivado enzimatico. Resultados:
Os derivados enzimaticos obtiveram uma melhor resisténcia a alta
temperatura (estabilidade térmica 60°C) quando comparadas a enzima
solavel. O derivado SM-GLU teve uma maior estabilidade em relacdo ao
derivado AG-GLU, quando submetido a altas concentracdes (20%, 40% e
60%) de sacarose. No sistema descontinuo (batelada) derivado SM-GLU,
alcancou uma conversao de 90% de conversdo do substrato em produto.
Concluséo: A matriz de imobilizagdo escolhida (pé de sabugo de milho)
apresentou caracteristicas fisico-quimicas favoraveis ao processo (resisténcia
mecanica, hidrofilicidade, capacidade de derivatizacdo) além de ser de grau
alimenticio e apresentar baixo custo de aquisicdo e alta disponibilidade.
Ademais teve algumas vantagens em relacdo a agarose, que € um suporte
dispendioso, como uma maior conversao de sacarose em glicose e frutose,
maior estabilidade frente a altas temperaturas e possibilidade de trabalho com
altas concentracfes de substrato.

Palavras chave: Invertase. Acucar invertido. Imobilizacao. Pé de sabugo de
milho. Reatores enzimaticos.



Abstract

The search for technological innovations that generate quality products
concomitant to the cost reduction, are the main point of concern in an industrial
scale process. Considering the importance of factors cited above, in this study
the production of inverted sugars by high rate continuous enzymatic process
aiming to identify the conditions that could provide a raise in production rate
and the efficiency in substrate conversion. Thus, invertase enzyme was
immobilized in a low cost and easy acquisition agroindustrial waste (corn cob
powder) and for comparison purposes, also immobilized in universal support,
agarose. Objective: To obtain inverted sugar using the corn cob powder
glutaraldehyde-invertase derivate (SM-GLU) in fixed-bed reactor. Methods:
Extraction and kinetic characterization of soluble invertase. Subsequential
immobilization in SM-GLU and AG-GLU supports and following kinetic
characterization of the derivates. In the sequence it was conducted the
hydrolysis essay (%) under conditions of maximum activity (20% sucrose w/v
in sodium acetate buffer 50 mM and pH 5) for the derivatives in a discontinuous
system (batch) and in continuous system reactor, both operating in optimal
conditions of sucrose hydrolysis. From the last step, it was characterized
process parameters as conversion efficiency, substrate load applied, stability
and reuse of the enzymatic derivate, aiming to obtain the conditions of
maximum efficiency. Results: The enzymatic derivate presented better
thermal stability (60°C) compared to soluble enzyme form. The derivate SM-
GLU showed greater stability than AG-GLU when subjected to high sucrose
concentrations (20%, 40% and 60%). In discontinuous system (batch) with
SM-GLU derivate, it achieved a 90% conversion rate of substrate to product.
Conclusion: The immobilization matrix chosen (corn cob powder) offered
favorable physical-chemical characteristics to the process (mechanical
resistance, hydrophilicity, derivatization capability) besides presenting food
grade, low acquisition cost and high availability. Furthermore, it showed some
advantages comparing to agarose, which is an expensive support, as a higher
conversion rate of sucrose to glucose and fructose, better stability in high
temperatures and possibility of working in high substrate concentration.

Key words: Invertase. Inverted sugar. Immobilization. Corn cob powder.
Enzymatic reactor.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AG: agarose

AG-GLU: agarose glutaraldeido invertase

AR: atividade recuperada

ASP: 4cido aspértico

CCD: cromatografia em camada delgada
CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia
CONAB: Companhia Nacional de Abastecimento
DNS: &cido 3,5 dinitrosalicilico

€: coeficiente de extingdo molar

EDA: etilenodiamina

ES: enzima soluvel

FE: fator de estabilizacéo

GLU: &cido glutamico

Kwm: constante de afinidade - Michaelis Menten
Kl: iodeto de potassio

I: iodeto

104: periodato

Milli-Q: agua ultrapura

NaBHa4: borohidreto de sédio

NalOa4: periodato de sédio

NaOH: hidroxido de sddio

RI: rendimento de imobilizacao

RID: indice de refracdo

[S]: substrato

SM: pé de sabugo de milho

SM-GLU: pé de sabugo de milho glutaraldeido invertase
TDH: tempo de detencao hidraulica

Vmax: velocidade maxima de reacao



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dosagem do teor de proteinas, a atividade e a atividade especifica
da enzima invertase solluvel (extrato enzimatico). 48
Tabela 2. Atividade enzimatica de todo o extrato cru obtido (enzima soluvel).
Tabela 3. Quantidade de pumol de grupos reativos por g de agarose e po de
sabugo de milho. 53
Tabela 4. Rendimento de imobilizacao e Atividade recuperada dos derivados
AG-GLU e SM-GLU. 55
Tabela 5. Valores de Km e Vmax aparentes seguido da % de imobilizacdo de

cada derivado. 59
LISTA DE FIGURAS

Figura 16. Efeito da temperatura sobre a atividade (%) da enzima soltvel e
dos derivados. 64
Figura 18. Determinacao da atividade (U/g) e atividade (%) dos diferentes
derivados SM-GLU nas diferentes concentragdes de substrato (20%, 40% e
60%). 67
Figura 19. Conversdes (%) obtidas a partir do reuso realizado em sistema
descontinuo (batelada) AG-GLU e SM-GLU em trés tempos diferentes de
reacao. 68

LISTA DE EQUACOES

Equacéo 1. Rendimento de imobilizacao 37
Equacéo 2. Atividade Recuperada (%) 37
Equacdo 3. Atividade enzimética dos derivados 38

Equacgéo 4. Tempo de meia vida 38



Sumario

L. INErOAUGAD. ......cooiiiiiiiiii i 15
2. REVISA0 € LItEratUral ......oeeeeieeieeiiiiiie e e e e e eeeaees 16
2.1, AGUCAI INVEITIAO ...eeiiiiiiiiiiiiiiieiiee e 16
2.2.1. Hidrolise cida da SACArOSE .............evuuvurrrmmininiiiiiiiiiiiiiiiniennnane 17
2.2.2. Hidrolise enzimatiCa @ SACAr0SE ...........uvvvvruuvirvriiiiiiiiiiiiiniinainnes 17
2.2, INVEITASE ... 18
2.3. IMobilizac8o de eNZIMAsS.........ccceiieeeeiiieiiicce e e 20
2.4. Suporte para imobiliZaCA0..........cccceeeviiiiiiiiiiiie e 22
2.4.1. P6de sabugo de mMilno.........ccoiiiiiiiiiiiiiii e 23
2.5. Reatores eNZIMALICOS. ..........uuuuurririiiiiiiiiiiiiiiieeeer . 24
3. ODBJELIVOS....coiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 26
4. Material € MELOUOS ......uuuvuririiiiiiiiiiiiiiiiie e 27
I V= =] = 27
4.2. Procedimento experimental ..........ccccccoeeiiiiiie i, 27
4.2.1. ANAISES QUIMICAS......cvuiieiiiiiiieeeeeie e 29
4.2.1.1. Determinacado do teor de proteina totaiS ..............cceevvvvvvunnnnn. 29
4.2.1.2. Determinac¢éo da atividade enzimética da invertase ............. 30
4.2.1.3. Dosagens por espectrofotometria ...........cccceeeeeeieieeieeeneeeeee, 31
4.2.1.4. CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) ....................... 31
4.2.1.5. Reator ENZIMALICO. ..........uuuumruriiiiiiiiiiiiiiinni———————— 32
4.2.2. Extracdo da enzima invertase intracelular de Saccharomyces
(0= oA 1S = = 32
4.2.3. Determinacao do pH de maxima atividade .................ccceevvvrvnnnnnn. 33
4.2.4. Determinacao da temperatura de maxima atividade ................... 33
4.2.5. Determinacéo de Km € Vmax aparentes...........cccceeeeeeeeeeeeeeeenn. 33

4.2.6. Estabilidade térmica e tempo de meia vida da enzima soltuvel 33

4.2.7. Imobilizacdo da enzima invertase em suportes ativados: po de
sabugo de MIlN0 € AQar0SE. ..........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34

4.2.7.1. Pré Tratamento do p6 de sabugo de milho.......................... 34

4.2.7.2. Ativagdo dos suportes agarose e p6 de sabugo de milho com
grupos glutaraldeido........coovveivieiiiie e e 36

4.2.7.3. Ativagdo dos suportes agarose e p6 de sabugo de milho
gliceril 36



4.2.7.4. Preparo dos suportes agarose e p6 de sabugo de milho glioxil

37
4.2.7.5. Preparo dos suportes agarose e p6 de sabugo de milho
manae (monoamiletil-N-aminoetil)...........ccccevviiiiiii e 38
4.2.7.6. Preparo dos suportes agarose e p6 de sabugo de milho
(o[ 7= T ir= 10 L= T o U 38
4.2.8. Imobilizacdo da invertase nos suportes SM-glutaraldeido e AG-
o] (81 =T =1 o [T 1o [o NP U PP 39
4.2.8.1. Rendimento de imobilizacao (%0).........cccevvrrriiiiiieiiieeeiiiiiinnn, 41
4.2.8.2. Atividade recuperada (%0).........ueeeeeieeeiiiieiiiiiinee e 41
4.2.9. Caraterizagdo cinética dos derivados enzimaticos ...................... 42
4.2.9.1. Atividade enzimatiCa ..........ccoeeeeeeiiiiiee 42
4.2.9.2. Estabilidade térmica e tempo de meia vida.............ccc..ovueeen. 42

4.2.9.3. Efeito de altas concentracdes de substrato sobre a atividade
[0 [0TSR0 =T 17 o [0 1SR 43

4.2.9.4. Reuso dos derivados estabilizados em sistema de tanque
agitado em modo descontinuo (batelada) .............cccevvieeiiiieeiieeiiiii, 43

4.29.5. Reuso dos derivados estabilizados em sistema de leito fixo
€M MOAO CONTINUO ... e 44

4.2.9.6. Aplicacédo dos derivados estabilizados para a producao de
acucar invertido em sistema de tanque agitado de modo descontinuo

(batelada) em trés diferentes tempos de reacdo ............cevvveeeeeeeeeeennnns 45
4.2.10. Determinacéo de acucares por CLAE .........cccccvveeeeeeeeniiinnnnee. 45
4.2.11. Cromatografia em Camada Delgada..............cccceeeieiiiin. 46
ReSUItAdOS € DISCUSSEO .....ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee et a7
5.1. Dosagem de ProteiNas............ueeieieeeeiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e 47
5.2. Dosagem de agucares redUtOreS ...........uuuuvrrrrerrmrmmmmrnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 47
5.3. Caracterizacao cinética da enzima solavel ...........ccccccceeeeiiiieeieennnn, 48
5.3.1. Determinacédo da atividade enzimatica................ccccceeeeeeeeeeeenn. 49
5.3.2. Determinacao do pH e temperatura de maxima atividade da
EeNZIMA SOIUVEL ... 49
5.3.3. Determinagéo das constantes Km e Vmax aparentes............... 51
5.4. Ativacao dos suportes AG-GLU € SM-GLU ..........cccvvviiiiiiieeeeennnns 52

5.4.1. Preparo dos suportes agarose-glioxil e p6 de sabugo de milho
glioxil 52



5.4.2. Formacao dos suportes agarose-Amino (AG-amino), po de
sabugo de milho-Amino (SM-amino), agarose-glutaraldeido (AG-GLU) e

po de sabugo de milho-glutaraldeido (SM-GLU). ........ccoovvviciiiiieeeieinnnns 53
5.4.3. Perfil de ImobiliZagao ...........cccovvvvviiiiiiiieeieeeee e, 53
5.5. Caracterizagao cinética dos derivados................ueuvvviveneiinininnnnnnnnnn. 55
5.5.1. Rendimento de imobilizacdo e Atividade Recuperada dos
(0 =T )Y To [0 1 TR 55
5.5.2. Determinacao das constantes de Michaelis Menten (Km) e
Velocidade maxima de reacdo (Vmax) aparentes dos derivados.......... 57
5.5.3. Estabilidade térmica e tempo de meia vida da enzima solavel e
dos derivados (AG-GLU € SM-GLU). ... 60
5.5.4. Efeito de altas concentracGes de substrato sobre a atividade dos
diferentes derivados. ........oooeviiiiiiii e 65
5.5.5. Reuso dos derivados SM-GLU e AG-GLU em sistema
AESCONIINUO ... 68
5.5.6. Reuso dos derivados AG-GLU e SM-GLU em sistema continuo
69

5.5.7. Aplicagao dos derivados otimizados (estabilidade e eficiéncia)
para a producao de acUcar invertido em reator de tanque agitado

(batelada) em trés diferentes tempos de reagao: ............eevvvvvvevneniennnnns 73
5.5.8. Cromatografia em camada delgada ...............ccceeeeeeeeereiinnnnnnnnn. 74
T O o [od 117 Lo J PP 76
RETEIENCIAS ..o 78

2. Rodrigues MVN, Rodrigues RAF, Serra GE, ANDRIETTA SR,
Franco TT. Producao de xarope de acUcar invertido obtido por hidrélise
heterogénea, através de planejamento experimental. Ciénc Tecnol
Aliment ., 2000 Campinas Apr.; 20 (1):103-9........ccceeiiiiieeiiiieiiee e, 78



1. Introducéao

A busca por tecnologias inovadoras que gerem produtos de qualidade
com maior valor agregado concomitantemente a reducdo de custos de seus
processos operacionais, € uma Otima estratégia para a competitividade no
setor industrial (1).

Dessa forma o presente estudo teve como principal objetivo produzir um
ingrediente muito utilizado pelas industrias alimenticias (tanto de alimentos
qguanto de bebidas), o acucar invertido. Obtido por meio de uma reacao de
hidrolise na presenca de enzimas imobilizadas, processo enzimatico pelo qual
se obtém um produto (mistura de glicose e frutose por meio da hidrélise da
ligacado glicosidica da sacarose) com alto grau de “pureza“, ndo necessitando
de alta temperatura e um longo tempo de reacdo como o processo de hidrdlise
acida, assim nao formando compostos téxicos indesejaveis, como o
hidroximetil furfural (2-5). O uso de enzimas na forma solavel é limitado,
devido a fatores como alto custo, instabilidade (pH e temperatura), facil
mudanc¢a conformacional de sua estrutura resultando logo em sua perda.
Enquanto que as enzimas imobilizadas, podem ser utilizadas e reutilizadas,
tornando-se uma alternativa mais econdmica e vantajosa para obtencéo de
um produto de alta qualidade junto da reducao de custo (5,6).

No intuito de aumentar a contribuicdo para o aspecto econdémico
envolvido nesse estudo, a enzima invertase extraida de Saccharomyces
cerevisiae foi imobilizada em um suporte lignoceluldsico: o pé de sabugo de

milho, que € considerado um residuo agroindustrial. Esse suporte constitui

15



6. Concluséao

A extracdo da enzima invertase por um meétodo fisico de abrasdo manual
foi importante, pelo fato de ndo se utilizar métodos mais complexos com usos
de equipamentos sofisticados encarecendo o procedimento;

Foi possivel realizar a imobilizacdo da enzima invertase em po de
sabugo de milho glutaraldeido (SM-GLU), por sua vez ocorrendo a hidrélise
da sacarose assim gerando o agucar invertido;

Os derivados enzimaticos obtidos apresentaram maior estabilidade a
temperatura, a estabilidade térmica (60°C), aos ciclos de reuso, a altas
concentracfes de substrato, comparados a enzima invertase sollvel;

O melhor derivado que obteve uma maior conversdo de substrato em
produto (glicose e frutose) em sistema descontinuo, foi 0 SM-GLU com uma
média de 90% de hidrolise enzimatica.

O suporte p6 de sabugo milho, € uma alternativa mais barata e pode ser
considerada de grande relevancia quando comparada a agarose, sendo um
residuo agroindustrial de facil obtencdo e custo bem reduzido, € uma
alternativa sustentavel também. Ocorrendo aproveitamento de um subproduto
que seria descartado e podendo ser de forma erronea tornando-se prejudicial
ao meio ambiente, ou simplesmente utilizada na forma de ragcéo animal. Como
esse suporte tem grande potencial, € interessante que haja uma continuidade
nos estudos com esse residuo e nao simplesmente descartado.

Em resposta aos reatores na reagao enzimatica, as maiores conversoes

foram obtidas no reator de tanque agitado de modo descontinuo (batelada);
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As conversfes de substrato em glicose e frutose, utilizando o reator
enzimatico de leito fixo ndo atingiram 100%, mas os resultados obtidos
possibilitardo que estudos futuros aprimorem a cinética do uso do reator,
aumentando a conversao.

De forma geral, o presente trabalho pode ser utilizado como fonte para
que trabalhos futuros aprimorem o estudo com o reator enzimatico (sistema
de modo continuo) objetivando trabalhos em escalas industriais que seriam
de grande avanco na tecnologia do estudo com enzimas imobilizadas,
buscando um melhor método e uma eficacia que gere produtos de qualidade

com custo e beneficio a todos.
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